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RÉSUMÉ 
La polyarthrite rhumatoïde (PR) est une maladie inflammatoires articulaire, dans 
laquelle la réponse autoimmune humorale semble importante pour le diagnostic de la 
maladie. Cette étude consiste à identifier de nouveaux autoantigènes et à 
caractériser leur implication possible dans la pathogénèse de la PR. En utilisant des 
extraits de rate (ERH) ou de placenta humains (EPH) semi-purifiés sur DEAE, des 
sérums de patients rhumatoïdes analysés en immunobuvardage ont identifié un 
nouveau système autoimmun (Sa/anti-Sa). Les sérums de 482 individus normaux ou 
souffrant de maladies rhumatismales diverses ont été testés en immunobuvardage 
afin de définir la spécificité des anticorps anti-Sa dans la PR. Les sérums de 42.7% 
(88/206) des patients rhumatoïdes ont détecté l'antigène Sa de 50 kD, incluant 29% 
(9/31) des patients en phase précoce de la maladie et 27% (17/63) des patients 
rhumatoïdes négatifs pour le facteur rhumatoïde. Les anticorps anti-Sa ont 
essentiellement été détectés dans les sérums de patients rhumatoïdes, avec une 
spécificité de 98.9%. Le système Sa est distinct des autres autoantigènes associés à 
la PR. Ceux-ci incluent le FR, les antigènes codés par le virus Epstein-Barr, le 
RA33, les composantes du cartilage articulaire, les protéines de stress bactériennes 
ou humaines et la filaggrine. Les autoanticorps anti-Sa sont principalement 
d'isotype IgG et ont révélé des titres variant entre 1/50 et 1/1000. Alors que 
l'antigène Sa est indétectable dans des extraits bruts de divers lignées cellulaires, il 
est présent dans des tissus humains normaux, tels que la rate et le placenta, et 
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particulièrement concentré dans le tissu synovial rhumatoïde. Des expériences de 
réactivité croisée avec des anticorps purifiés ont montré que l'antigène Sa possède 
des épitopes communs entre ces trois extraits tissulaires. Les anticorps anti-Sa sont 
également présents dans les liquides synoviaux prélevés de patients rhumatoïdes 
anti-Sa positifs. L'analyse de sérums sériés de quelques patients a montré que le 
titre des anticorps anti-Sa varie avec l'activité de la maladie. À la suite de la 
purification de l'EPH par chromatographie d'échange d'ions en gradient sur HPLC, 
l'antigène Sa élue à 240 mM de NaCl et trois bandes polypeptidiques non 
glycosylées de 53, 50 et 49 kD ont été obtenues par SDS-PAGE. Des déterminants 
antigéniques identiques entre chacune des bandes pol ypeptidiques ont été observés à 
l'aide d'anticorps purifiés, suggérant une dégradation protéolytique aucours de 
l'extraction et de la purification ou un partage antigénique entre des protéines de 
poids moléculaires distincts. Le microséquençage des bandes de 50 et 49 kD a 
révélé une homologie de 62.5% sur 16 résidus d'acides aminés avec la vimentine 
humaine. Des expériences comparatives ont démontrées que la vimentine n'est pas 
identique à l'antigène Sa. Premièrement, la vimentine purifiée n'est pas reconnue par 
la plupart des sérums anti-Sa positifs. Deuxièmement, aucun partage antigénique 
n'a été observé à la suite d'absorptions croisées de sérums anti-Sa ou anti-vimentine 
-positifs avec l'antigène Sa placentaire et la vimentine purifiée. Le microséquençage 
de la bande polypeptidique de 53 kD a démontré une homologie parfaite sur 20 
résidus d'acides aminés avec la sous-unité ~ de la prolyl 4-hydroxylase, connue 
aussi sous le nom de protéine disulfure isomérase (PDI). L'ADNc de la PDI isolé 
par réaction en chaîne de polymérase a été sous-cloné dans le vecteur d'expression 
pGEX-KG afin d'analyser l'immunoréactivité de sérums anti-Sa avec la protéine 
recombinante (PDir). Plusieurs sérums rhumatoïdes et non-rhumatoïdes ont 
détectés la PDir en immunobuvardage. De plus, des absorptions de sérums avec la 
PDir n'ont pas inhibé la réactivité contre l'antigène Sa, suggèrant l'absence d'un 
partage antigéniques entre l'antigène Sa et la PDir. Malgré sa non-spécificité, la 
réponse autoimmune contre la PDir fera l'objet d'études ultérieures. 
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En criblant une librairie d'expression de placenta humain dans le vecteur Àgtl 1 avec 
un pool de sérums rhumatoïdes pré-sélectionnés selon des critères stricts de 
sérologie autoimmune, nous avons identifié et cloné un ADNc (RA-1) codant pour 
une portion de la calpastatine humaine. La calpastatine est l'inhibiteur naturel des 
calpaïnes, des protéinases à cystéine activées par le Ca++. Les calpaïnes sont 
impliquées d'une part dans la transmission de signaux intracellulaires et d'autre part 
dans la destruction du tissu conjonctif et de la matrice du cartilage articulaire. Le 
fragment cloné est de 950 pb et code pour un polypeptide recombinant de 284 acides 
aminés, avec un poids moléculaire de 35.9 kD. La séquence nucléotidique du clone 
RA-1 s'est avérée entièrement homologue à l'ADNc codant pour deux domaines en 
COOH-terminal de la calpastatine humaine. Chacun des deux domaines codés par 
RA-1 contient une séquence consensus associée à l'activité inhibitrice de la 
calpastatine. L'ADNc du clone RA-1 a ensuite été sous-cloné dans un système 
d'expression procaryote, en utilisant le vecteur pGEX-4T-l qui code pour la 
glutathione S-transférase comme protéine porteuse et pour un site de clivage par la 
thrombine afin d'isoler la protéine recombinante (RA- lr). L'analyse en 
I' 
immunobuvardage de sérums rhumatoïdes et témoins révèle que 21/44 (45.5%) des 
sérums de PR détectent spécifiquement la protéine RA- lr, contrairement à 2/43 
( 4. 7%) des sérums de patients témoins non rhumatoïdes et aucun de 10 individus 
normaux. 
En conclusion, nous avons identifié et caractérisé deux nouveaux marqueurs 
spécifiquement associés à la PR, l'antigène Sa et la calpastatine, et nous avons étudié 
deux autres marqueurs non spécifiques, la PDI et la vimentine. L'antigène Sa 
représente un marqueur diagnostique potentiel pour la PR. Sa nature moléculaire et 
son rôle potentiel dans la pathogénèse de la maladie inflammatoire articulaire 
chronique mérite d'être exploré plus en profondeur. D'autre part, les autoanticorps 
anti-calpastatine peuvent également agir comme marqueur spécifique dans les 
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formes érosives d'arthrites chroniques. La réponse de patients rhumatoïdes contre la 
calpastatine suggère une implication pathogénique possible des autoanticorps anti-
calpastatine, via la formation de complexes immuns au site même de l'inflammation 
ou via un mécanisme d'interférence immune en bloquant le pouvoir inhibiteur de la 
calpastatine sur les calpaïnes. Des expériences de liaison et d'inhibition in vitro, 
devront faire l'objet d'études futures afin de confirmer cette hypothèse. Les 
protocoles d'absorptions croisées entre les antigène Sa et calpastatine suggèrent que 
ces deux autoantigènes sont distincts du point de vue moléculaire mais semblent 
partager des déterminants antigéniques communs. L'évaluation prospective de la 
réponse autoimmune dirigée contre l'antigène Sa et contre la calpastatine devrait être 
étudiée afin de faire valoir davantage leurs potentiels diagnostiques et/ou 
pronostiques dans la PR. 
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INTRODUCTION 
Le système immunitaire des mammifères est organisé de façon à être capable de 
discriminer entre les composantes du soi et du non soi, et cela en faisant face à deux 
problèmes majeurs: 1) éviter de réagir de façon destructive contre les composantes 
du soi et 2) réagir massivement contre une multitude de molécules étrangères 
provenant de microorganismes en constante évolution. Dans certains cas, 
l'élimination de cellules autoréactives au niveau thymique n'est pas complète et 
plusieurs mécanismes peuvent agir en périphérie afin d'induire et de contrôler une 
réponse autoimmune potentiellement nuisible pour l'organisme. La polyarthrite 
rhumatoïde (PR) fait partie des maladies autoimmunes les plus communes. La PR est 
un désordre inflammatoire chronique affectant les articulations de même que de 
multiples organes. Le processus inflammatoire de l'articulation implique 
principalement la membrane synoviale et les diverses composantes articulaires. Ce 
processus inflammatoire mène progressivement à la destruction de l'articulation via 
la présence d'un grand nombre de médiateurs inflammatoires, de réponses immunes 
cellulaires et humorales anormales, de même que d'une hyperplasie synoviale. Ni 
l'étiologie, ni la pathogénèse de la maladie ne sont connues avec certitude. 
L'implication de l'immunité à médiation cellulaire et humorale dans l'inflammation et 
la destruction articulaire est également peu connue. Une approche importante 
pouvant mener à la compréhension des causes et des conséquences de maladies 
autoimmunes, telles que la PR, est d'identifier des déterminants antigéniques 
reconnus spécifiquement par des autoanticorps circulants. L'objet de cette étude a 
été de caractériser la réponse autoimmune humorale contre des autoantigènes 
pouvant être associés à la-PR. Avant de comprendre et d'expliquer le processus de la 
réponse autoimmune présentée ici, il est toutefois nécessaire de se référer d'abord à 
des études et à des théories concernant les mécanismes de l'autotolérance 
immunitaire de même que de l'autoimmunité. 
2 
1.1 AUTOTOLÉRANCE IMMUNITAIRE 
la capacité de distinguer entre les composantes du soi et les antigènes exogènes est 
à la base de la reconnaissance immune. Ce processus de discrimination permet à 
l'organisme d'acquérir une immunité contre les agents étrangers ou envahisseurs, en 
évitant par le fait même de développer une réponse autoimmune destructive. 
Plusieurs études récentes sur les processus de discrimination entre le soi et le no~ soi 
(Blackman et al., 1990; von Boehmer et Kisielow, 1990; Goodnow et al., 1990; 
Kroemer et Martfnez-A., 1992) ont confirmé la théorie proposée par Bumet sur la 
sélection clonale (Bumet, 1957). Cette hypothèse est appuyée par deux mécanismes 
majeurs. Le premier est le développement d'une réponse immune contre des 
antigènes étrangers en déclenchant une prolifération et une différenciation de clones 
de lymphocytes T et B spécifiques. Le second est l'induction d'une tolérance 
immune face aux autoantigènes par l'élimination ou l'inactivation des cellules 
autoréactives. Ces deux mécanismes sont aujourd'hui connus sous les termes de 
sélection positive (von Boehmer, 1994) et de sélection négative des lymphocytes 
(Nossal, 1994), respectivement. Les mécanismes moléculaires impliqués dans 
l'autotolérance sont actuellement controversés et restent encore à être mieux définis 
(Cohen et Young, 1991; Matzinger, 1994). la clarification future de ces 
mécanismes de sélection lymphocytaire constituera un pas majeur dans le contrôle 
de réponses immunes diverses telles que le rejet de greffe, de même que dans la 
compréhension de la rupture de l'autotolérance menant aux maladies autoimmunes. 
L'induction de la tolérance immune des cellules autoréactives s'effectue tant au 
niveau intrathymique que périphérique. Trois mécanismes de sélection négative ont 
jusqu'à maintenant été considérés comme mutuellement exclusifs dans l'acquisition 
de la tolérance immunitaire: la délétion clonale, l'inactivation clonale et 
l'immunorégulation de cellules T et B potentiellement autoréactives. 
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1.1.1 Sélection négative des cellules T 
Au cours de la différenciation intrathymique, les thymocytes qui expriment des 
récepteurs de cellules T (TCR) de haute affinité pour les molécules du complexe 
majeur d'histocompatibilité (MHC) présentant des peptides du soi sont physiquement 
éliminés (Sprent et Webb, 1987; Blackman et al., 1990; Hartwig, 1993; Swat et al., 
1994). Ces complexes MHC-peptide sont présentés par les cellules épithé:liales 
thymiques et par les cellules dendritiques dérivant de la moelle osseuse (Elliott, 
1993; Miller et Heath, 1993; Nossal, 1994). Bien que la délétion clonale soit 
préférentiellement associée aux thymocytes pouvant réagir à de faibles 
concentrations d'antigènes (Pircher et al, 1991), des travaux récents ont démontré 
l'élimination de cellules T au niveau périphérique (Webb et al, 1990; Kawabe et 
Ochi, 1991; Arnold et al., 1993). Des études importantes ont été effectuées à l'aide 
de systèmes impliquant les superantigènes ou des souris transgéniques et ont mis en 
évidence l'élimination clonale de cellules T auxiliaires CD4+ (Th) au niveau 
thymique (Marrack et al., 1993). À l'aide de modèles de souris transgéniques, il a 
été clairement démontré que les cellules T cytotoxiques CDS+ reconnaissant 
spécifiquement le complexe MHC classe !-peptide du soi sont inactivées puis 
éliminées (Hammerling et al., 1993). De plus, les cellules tueuses naturelles 
("natural killer": NK) autoréactives sont sélectivement éliminées ou inactivées au 
cours de la différenciation afin de prévenir une lyse des cellules autologues normales 
(Liao et al., 1991; Ciccone et al., 1994; Trinchieri, 1994). 
D'autre part, lorsque les cellules autoréactives échappent à la délétion clonale, elles 
peuvent être activées par les autoantigènes puis devenir temporairement 
incompétentes du point de vue fonctionnel. Ces mécanismes se rapportent à 
l'inactivation clonale et semblent être indispensables au niveau de la tolérance 
périphérique (Ramsdell et Fowlkes, 1990; Rocha et von Boehmer, 1991; Yui et al, 
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1994). Un modèle in vitro d'inactivation clonale a récemment été développé et a 
démontré que les cellules T stimulées par un autoantigène ou par un complexe 
MHC-peptide, en absence d'un "signal de co-stimulation", sont incapables de 
produire de !'interleukine 2 (IL-2), bloquant par le fait même la stimulation 
autocrine entre l'IL-2 et son récepteur (IL-2R) (Jenkins et Schwartz, 1987; 
Schwartz, 1990; Quill et al, 1994). Un autre mécanisme impliqué dans l'inacti~ation 
clonale est la régulation de l'expression du TCR (Teh et al., 1989) et/ou du CDS 
(Lamb et al., 1987; Schonrich et al., 1991) à la surface de cellules T spécifiques pour 
un autoantigène. Ce mécanisme assure donc la tolérance de cellules T CDS+ dans le 
contexte d'autoantigènes présentés par des molécules du MHC de classe I. De plus, 
les cellules épithéliales thymiques peuvent elles-mêmes induire les cellules T en 
cours de différenciation à être dans un état d'inactivation (Hammerling et al., 1993). 
Contrairement à la délétion clonale, l'état d'inactivation clonale peut être réversible 
dans certaines conditions (Lo et al, 1991). 
Les cellules T autoréactives qui ont contourné les processus de délétion et 
d'inactivation clonales peuvent être contrôlées via divers mécanismes 
d'immunosuppression (Green et Webb, 1993). Ceux-ci incluent d'une part des 
mécanismes d'immunosuppression non-spécifiques par les glucocorticoïdes 
(Kroemer, 1988) et les cytokines (Dallman et al., 1993) et d'autre part, des 
mécanismes d'inhibition spécifique par les cellules T suppressives (Tada et al, 1991; 
Dorf et al, 1992), par des facteurs de suppression spécifique d'antigène (Green et 
Webb, 1993) et par des interactions idiotypiques impliquant le TCR et/ou les 
immunoglobulines (Pereira et al, 1989; Cohen et Young, 1991; Avrameas, 1991). 
Comme dernier mécanisme d'autotolérance, les cellules T devenues tolérantes à des 
peptides spécifiques d'un tissu ou d'un organe donné doivent demeurer à l'intérieur 
de leurs compétences topographiques (Kroemer et al., 1993). 
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1.1.2 Sélection négative des cellules B 
Bien que la réponse immune des cellules B soit souvent T-dépendante, la tolérance 
immune des cellules T n'est pas suffisante pour obtenir une protection efficace 
contre l'autoimmunité. Les cellules B autoréactives doivent également être soumises 
à des mécanismes de sélection négative via les processus de délétion, d'inactivation 
et d'immunosuppression (Basten et al, 1991; Goodnow, 1992b; Nossal, 1994) .. Les 
mécanismes de sélection clonale exercent une influence continuelle sur les cellules 
B, à partir du moment où elles expriment des Ig de surface jusqu'à la fin de leur 
différenciation en plasmocytes (Schwartz et Stollar, 1994). Plusieurs de ces 
mécanismes ont été démontrés à l'aide de modèles transgéniques exprimant des 
anticorps dirigés contre des autoantigènes (Goodnow, 1992a), par exemple 
l'élimination de cellules B exprimants des autoanticorps anti-ADN (Chen et al., 
1994). Les cellules B dirigées spécifiquement contre des antigènes membranaires 
présents à haute concentration, tant au niveau de la moelle osseuse qu'en périphérie, 
sont éliminées par délétion clonale (Nemazee et al., 1989a et 1989b; Hartley et al, 
1991, 1993; Tiegs et al, 1993). Toutefois, lorsque l'autoantigène est exprimé à très 
faible concentration, seules les cellules T sont tolérantes (Adelstein et al 1991). De 
plus, les cellules B autoréactives contre des autoantigènes solubles peuvent être 
inactivées et par conséquent, perdre temporairement leur capacité de produire et de 
sécréter des anticorps (Goodnow et al., 1988; Basten et al., 1991). Dans le cas de 
cellules B inactivées par le lysozyme d'oeuf ("ben egg lysozyme"; HEL), l'état 
d'inactivation peut devenir réversible lorsque ces cellules B sont transférées dans un 
milieu en absence d'antigène (Goodnow, 1991). Il est toutefois important de noter 
que ces processus de délétion et d'inactivation ne sont pas simplement dus à une 
affinité intrinsèque différente contre l'autoantigène puisque la conversion d'un 
antigène soluble, tel le HEL, en un antigène associé à la membrane provoque la 
délétion clonale des cellules B anti-HEL (Hartley et al, 1991). Le mécanisme de 
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délétion clonale est plutôt associé au potentiel d'interaction entre les récepteurs 
autoréactifs et les autoantigènes membranaires. Les cellules B autoréactives 
peuvent également être immunosupprimées par des cellules T immatures via le 
complexe MHC-peptide (Takahashi et al., 1990). La production et la sécrétion 
d'autoanticorps peuvent aussi être bloquées en absence de stimulation par les cellules 
T auxiliaires (Hodgkin et al., 1991). Finalement, des études proposent que les 
cellules B autoréactives peuvent être régulées via le réseau idiotype/anti-idiotype 
(Coutinho et al., 1989; Avrameas, 1991). 
Il existe également une certaine complicité entre les cellules Tet B dans le contrôle 
de la tolérance immunitaire. Les cellules B rendues inactives peuvent capturer, 
processer et présenter un autoantigène aux cellules Th afin d'induire une inactivation 
spécifique (Parker et Eynon, 1991; Eynon et Parker, 1992, 1993). D'autre part, les 
cellules T inactivçs semblent jouer un rôle immunosuppresseur important dans 
l'induction de l'autotolérance des cellules B, mais les mécanismes sont encore peu 
connus (Parker et Eynon, 1991). Des travaux récents proposent un rôle majeur des 
immunoglobulines de surface dans le contrôle des réponses humorales T -
dépendantes et suggèrent que la régulation des signaux de transduction par ces 
immunoglobulines fournirait un mécanisme de contrôle des cellules B autoréactives 
(Cooke et al., 1994). Certaines évidences expérimentales ont aussi démontré 
l'immunosuppression des cellules B par des cellules T suppressives (Takahashi et al., 
1990; Dorf et al., 1992). Finalement, des études ont proposé que les cellules T 
autoréactives peuvent être contrôlées par le réseau idiotypique via les anticorps ou 
les cellules B elles-mêmes (Pereira et al., 1989; Petranyi, 1992). 
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1.2 AUTOIMMUNITÉ 
Une fois les mécanismes de la tolérance immune mis en place à l'intérieur de 
l'organisme, il est évident que l'ensemble de ces processus doit être interprété 
comme de multiples verrous de sécurité afin de prévenir une réponse autoagressive. 
L'incapacité du système immunitaire à tolérer un ou plusieurs des autoantigènes, par 
la rupture des mécanismes de l'autotolérance, peut résulter en un état autoÏID?1un 
menant à des conséquences pathologiques graves et parfois à la mort (Kroemer et 
Martinez-A, 1991; Kronenberg, 1991; Steinman, 1993). Plusieurs hypothèses 
peuvent être avancées afin d'expliquer l'induction de manifestations autoimmunes 
(Nakamura et Binder, 1988; Steinberg et al., 1990; Yeatman et al., 1992; Nakamura 
et Nakamura, 1992; Rose et Bona, 1993; Matzinger, 1994). 
1.2.1 Mécanismes associés à la rupture de l'autotolérance 
Des facteurs . génétiques, immunologiques, hormonaux de même 
qu'environnementaux semblent être impliqués dans l'induction, le développement et 
la pathogénèse des maladies autoimmunes (Sinha et al., 1990; Steinman, 1993). 
Même si d'innombrables études suggèrent une étiologie autoimmune multifactorielle, 
le/les mécanismes précis impliqués dans la rupture de l'autotolérance sont encore 
très peu connus. Plusieurs processus semblent être engagés dans l'induction d'une 
réponse autoimmune : (1) la présence de molécules du MHC associées à la 
susceptibilité génétique de maladies autoimmunes (Tiwari et Terasaki, 1985; Môller 
et al., 1990; Altmann et al., 1991; Schwartz, 1994). Ces molécules doivent être 
capables de lier et de présenter un autoantigène, de même que de sélectionner de 
façon positive et d'activer les cellules T autoréactives; (2) l'existence de cellules T 
ou B autoréactives ayant échappé à l'élimination clonale au niveau thymique ou 
périphérique; (Nagy et al., 1989; Schild et al., 1990; Gay et al., 1993); (3) la 
stimulation de cellules autoréactives par des autoantigènes ou des déterminants 
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n'ayant jamais été mis en contact avec le système immunitaire, i.e. non tolérés 
(Bottazzo et al., 1983; Gammon et al., 1991; Lin et al., 1991; Mamula et al., 1992; 
Mamula, 1993; Mamula et al., 1994). Ces autoantigènes peuvent provenir de 
déterminants cryptiques, de molécules séquestrées ou d'une expression ectopique de 
molécules du MHC de classe II à la surface de cellules non lymphoïdes; (4) le 
dérèglement de la production de cytokines et de signaux de costimul~tion 
nécessaires pour l'activation de cellules Tet B autoréactives (Rubin et Nelson, 1990; 
Schattner, 1994; Cavallo et al., 1994; Paul et Seder, 1994); (5) l'absence de signaux 
indispensables à l'inactivation ou à la suppression des cellules autoréactives non 
délétées (Schwartz, 1992); (6) le dérèglement de gènes (Fas/Apo-1 et Bcl-2) 
impliqués dans le contrôle de l'apoptose pouvant programmer la mort cellulaire et 
provoquer l'autoimmunité (Strasser et al., 1991; Sentman et al., 1991; Carsciola-
Rosen et al., 1994; Tan, 1994; Rose et al., 1994); et (7) la présence de facteurs 
environnementaux.pouvant déclencher l'autoimmunité (Cohen et Young, 1991). Ces 
facteurs, tels que bactéries, virus ou toxines, peuvent permettre la libération 
d'autoantigènes séquestrés au niveau du tissu cible, induire une inflammation locale 
entraînant la libération de cytokines, et initier une réponse autoimmune indirecte via 
un mimétisme moléculaire, i.e. avec des déterminants antigéniques identiques ou 
similaires entre l'agent pathogène et l'hôte (Oldstone, 1987). De plus, les 
superantigènes bactériens peuvent jouer un rôle important dans l'activation de 
cellules T autoréactives, en absence de présentation de peptides immunodominants 
par le MHC (Herman et al., 1991). Ces mécanismes d'activation ont été récemment 
confirmés dans le modèlè d'encéphalomyélite autoimmune expérimentale (EAE) à 
l'aide de l'entérotoxine staphylococcale (Brocke et al, 1993; Schiffenbauer et al., 
1993). 
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Malgré une compréhension croissante des mécanismes d'induction de l'autotolérance 
de même que des mécanismes possibles conduisant à l'autoimmunité, l'immunologie 
est toujours ignorante en ce qui concerne le ou les processus précis qui provoquent 
une réponse autoagressive chez l'humain. Il n'est pas encore évident si la réponse 
autoimmune est due à un dérèglement du système immunitaire au niveau 
périphérique (Wekerle et Lassmann, 1994) ou à des agents pathogéniques pou.vant 
détruire un tissu ou un organe spécifique, exposant ainsi des autoantigènes non 
tolérés (Wilkin, 1994). 
1.2.2 Maladies autoimmunes 
Les maladies autoimmunes humaines peuvent être classifiées de plusieurs manières 
(Sinha et al., 1990). Premièrement, la susceptibilité génétique au développement de 
ces maladies est contrôlée par les gènes codés par le complexe majeur 
d'histocompatibilit~ (MHC), particulièrement par les molécules du MHC de classe I 
(HLA-A, B, C) et de classe II (la, HLA-D). Les maladies associées aux molécules 
de classe I représentent un petit groupe, notamment les spondyloarthropathies liées 
au HLA-B27 et le psoriasis vulgaris lié au HIA-B13, 16 et 17. Deuxièmement, à 
l'intérieur du groupe le plus important, i.e. les maladies associées au MHC de classe 
II, les désordres autoimmuns sont subdivisés en deux grandes familles: les maladies 
autoimmunes spécifiques d'organe (Bottazzo et al., 1986) et les maladies 
autoimmunes systémiques (Nakamura et Binder, 1988). Troisièmement, les 
maladies autoimmunes peuvent également être classifiées selon le mode d'action de 
la réponse autoagressive. Certaines maladies autoimmunes sont médiées par l'action 
des cellules T (surtout via les cellules CD4+), tandis que d'autres sont le résultat 
d'autoanticorps spécifiques via une action directe sur la fonction de l'autoantigène ou 
via le dépôt de complexes immuns au niveau de l'organe ou du tissu cible (Naparstek 
et Plotz, 1993). Outre la susceptibilité associée au molécules du MHC, d'autre 
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facteurs génétiques, environnementaux et développementaux doivent agir comme 
facteurs permissifs dans l'initiation et le maintien de la réponse autoimmune. 
Certains gènes de la région variable du TCR sont associés à certaines maladies 
autoimmunes, par exemple. En raison de cette implication multigénique, plusieurs 
individus peuvent posséder certains gènes associés à la susceptibilité sans 
développer la maladie. L'initiation et le développement de réponses autoaggres~ives 
repose donc sur un polymorphisme génétique qui jouera un rôle capital dans la 
susceptibilité de maladies autoimmunes. 
1.2.3 Maladies autoimmunes spécifiques d'organe 
Ces désordres inflammatoires chroniques se caractérisent principalement par une 
réponse autoimmune contre un autoantigène présent uniquement au niveau de 
l'organe cible. Parmi les maladies les plus étudiées, mentionnons le diabète 
autoimmun, la thyroïdite autoimmune et la myasthénie grave. Le diabète mellitus 
insulino-dépendant est un exemple type de maladie autoimmune spécifique d'organe 
résultant de la rupture de l'autotolérance périphérique (Somoza et al., 1994). La 
maladie semble être contrôlée surtout via l'action des cellules CD4 + autoréactives au 
niveau du tissu cible (Leiter, 1989). Les patients souffrant de diabète méllitus 
possèdent toutefois des autoanticorps dirigés contre l'insuline (Taylor et al., 1989; 
Pugliese et al., 1994) et contre certaines composantes des cellules f3 des îlots de 
Langerhans (Baekkeskov et al., 1988; Atkinson et al., 1990; Christie et al., 1993: 
Pietropaolo et al, 1993; Schatz et al., 1994). La décarboxylase de l'acide glutamique 
semble être l'autoantigène immunodominant dans cette réponse autoimmune 
(Baekkeskov et al, 1990; Christgau et al, 1991; Kaufman et al, 1992; Richter et al., 
1993). La thyroïde est également atteinte dans certaines maladies autoimmunes 
spécifiques d'organe (Rose, 1991). La thyroïdite d'Hashimoto est une forme 
d'hypothyroïdisme, tandis que la maladie de Grave est une forme 
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d'hyperthyroïdisme. Trois autoantigènes associés aux thyroïdites autoimmunes ont 
été décrits: la thyroperoxydase (TPO), la thyroglobuline et le récepteur de l'hormone 
stimulatrice de la thyroïde (TSH) (Bottazzo et al, 1986; Naparstek et Plotz, 1993). 
Les anticorps anti-thyroglobuline sont détectés chez les patients souffrant de 
thyroïdite d'Hashimoto (Hexham et al, 1991), tandis que les anticorps dirigés contre 
le récepteur de la :SH semblent être associés à la maladie de Grave (Nagaya~a et 
Rapoport, 1992). Les anticorps anti-TPO sont toutefois détectés dans l'ensemble 
des patients (Doullay et al, 1991; Chazenbalk et al., 1993). Jusqu'à présent, les 
anticorps anti-récepteur de la TSH (Burman et Baker, 1985) et les anti-TPO 
(McLachlan et Rapoport, 1992) semblent avoir un rôle pathogénique dans le 
développement de la thyroïdite autoimmune. La myasthénie grave (MG) est une 
autre forme importante de maladie autoimmune spécifique d'organe avec une 
réponse autoagressive contre le récepteur de l'acétylcholine (AChR) (Schonbeck et 
al., 1990). Bien .que des cellules T CD4+ soient dirigées contre des épitopes 
immunodominants (Moiola et al, 1994), la MG est principalement caractérisée par la 
présence d'autoanticorps anti-AChR (Patrick et Lindstrom, 1973). Ces 
autoanticorps· sont détectés spécifiquement dans plus de 85% des patients et 
semblent agir dans la pathogénèse et la sévérité de la maladie en interférant 
directement avec les fonctions du récepteur de même que de la transmission 
nerveuse (Fambrough et al., 1973; Lindstrom et al., 1976; Guyon et al., 1994). Des 
études plus approfondies ont démontré que la sous-unité a du AChR constitue 
l'épitope majeur reconnu par ces autoanticorps (Barkas et al., 1988; Tzartos et al., 
1988). La possibilité que la sclérose en plaques humaine soit due à une réponse 
autoimmune contre la protéine basique de la myéline (MBP) est toujours incertaine 
(Allegretta et al., 1990; Kronenberg, 1991). Toutefois, à l'étude de modèles 
expérimentaux d'encéphalomyélite autoimmune, la réponse immune est 
spécifiquement dirigée contre certains épitopes de la MBP (McFarlin et MacFarland, 
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1983; Zamvil et al., 1985; Wucherpfennig et al., 1991; Gautam et al., 1992; ffrench-
Constant, 1994). D'autre part, la cirrhose biliaire primaire est aussi une maladie 
autoimmune spécifique d'organe affectant le foie et caractérisée par la présence 
d'autoanticorps anti-mitochondries, où l'autoantigène majeur est la sous-unité E2 de 
la pyruvate déshydrogénase (Cha et al, 1993). Finalement, pour ne pas toutes les 
nommer, plusieurs autres maladies autoimmunes spécifiques d'organe sont en ~ours 
de caractérisation en ce qui concerne la réponse autoagressive des cellules T et B, 
le/les autoantigènes détectés, les facteurs génétiques et environnementaux, de même 
que l'étude de modèles expérimentaux. 
1.2.4 Maladies autoimmunes systémiques 
Les désordres autoimmuns systémiques sont caractérisés par une réponse 
autoimmune contre des autoantigènes présents dans plusieurs organes cibles, voire 
même dans l'ensepible de l'organisme. La réponse autoimmune systémique se 
démarque principalement par la présence d'une grande variété d'autoanticorps 
spécifiques dirigés contre des molécules nucléaires et cytoplasmiques (McCarty et 
al., 1984; Tan, 1989; Zieve et Sauterer, 1990; Saitta et Keene, 1992; Wamer, 1994). 
Ces autoantigènes sont impliqués dans des fonctions cellulaires fondamentales telles 
que la transcription, l'épissage du précurseur de l'ARN messager, la réplication de 
l'ADN, la division cellulaire et la traduction de l'ARN messager. Les manifestations 
diverses de l'autoimmunité systémique peuvent être le résultat d'un effet direct de 
ces autoanticorps, d'un dépôt de complexes immuns au niveau de l'organe cible ou de 
l'action de cellules T autoréactives. 
De toutes les maladies autoimmunes systémiques, le lupus érythémateux disséminé 
(LED) est sans doute le désordre inflammatoire le plus étudié et le mieux connu 
jusqu'à présent. Le LED fait partie des maladies autoimmunes les plus sévères et 
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dévastatrices, avec des manifestations atteignant une multitude d'organes. Il est 
caractérisé par plusieurs manifestations cliniques, incluant le rash cutané, la sérosite, 
la néphrite, la thrombocytopénie, la leucopénie et des atteintes du système nerveux 
central (Steinberg et Klinman, 1988). Même si la pathogénèse de la maladie est 
toujours inconnue, des caractéristiques génétiques et immunopathologiques 
commencent à émerger tant à l'étude des patients atteints de LED que des mo?èles 
expérimentaux murins (Steinberg et al., 1990, 1991; Reveille, 1991; Mountz et al, 
1991). Plusieurs évidences suggèrent que le lupus dépend principalement d'une 
hyperactivité de la réponse humorale entraînant le dépôt de complexes immuns 
formés par les autoanticorps (Theofilopoulos et Dixon, 1981; Tan, 1991). La 
présence de cellules T autoréactives semble contribuer indirectement dans la 
pathogénèse de la maladie en fournissant de l'aide aux cellules B sécrétrices 
d'autoanticorps tout en étant incapable de supprimer la réponse autoréactive (Tsokos 
et Balow, 1984; Morimoto et al., 1987; Takeuchi et al, 1988; Linker-Israeli et al., 
1990; Handwerger, 1991; Rozzo et al., 1994). Parmi la variété d'autoanticorps 
identifiés dans les sérums de patients atteints de LED (Tan, 1989), les plus communs 
sont: les anticorps anti-ADN double brin associés spécifiquement au LED et 
possiblement impliqués dans la pathogénèse de la maladie (Schwartz et Stollar, 
1985; Tan, 1991; Shuster et al., 1992; Reichlin et al., 1994); les anticorps anti-
histones (Fritzler et Tan, 1978; Gohill et al., 1985; Portanova et al., 1987; 
Burlingame et al., 1994); les anticorps anti-Sm dirigés contre les 
ribonucléoprotéines (RNPs) nucléaires Ul, U2, U4-U6, responsables de l'épissage 
des ARNm précurseurs (I:.emer et Steitz, 1979; Rokeach et al., 1988; Craft, 1992); et 
les anticorps anti-RNPs cytoplasmiques dirigés contre le SS-A/Rode 52 kD (Ben-
Chetrit et al., 1988; Buyon et al., 1994; Frank et al., 1994), le SS-A/Ro de 60 kD 
(Reichlin et al., 1989; Ben-Chetrit et al., 1989; Boire et Craft, 1989; Habets et al., 
1990), de même que le SS-B/La (Chambers et Keene, 1985; Bini et al., 1990; Weng 
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et al., 1993). Le syndrôme anti-phospholipide caractérisé par la présence 
d'anticorps anti-cardiolipin et anti-coagulant lupique peut survenir seul ou être 
associé au LED (McNeil et al., 1991; Asherson et Cervera, 1992; Warner, 1994). 
Récemment, des études sur le lupus ont fait l'objet d'observations intéressantes pour 
la compréhension de la réponse autoimmune contre certains des autoantigènes 
lupiques, entre autres, le regroupement physique et l'oxydation d'autoantigènes à la 
surface de cellules impliquées dans l'apoptose (Casciola-Rosen et al., 1994; Tan, 
1994) et l'induction d'une réponse autoimmune contre la p53, protéine exprimée via 
le gène de suppression tumorale (Dong et al., 1994). 
Le syndrôme de Sjôgren (SS) est également un désordre autoimmun systémique 
affectant principalement les glandes salivaires, avec des atteintes hépatiques, 
rénales, hormonales, dermatologiques et nerveuses. Parallèlement au profil 
sérologique du ~D, les patients atteints du SS possèdent typiquement des 
autoanticorps dirigés contre les RNPs SS-A/Ro et SS-B/La (Harley et al., 1986; 
Tsuzaka et al., 1994). 
Brièvement, les autres maladies autoimmunes systémiques les plus courantes sont: la 
sclérodermie associée à la présence d'autoanticorps dirigés contre l'ADN 
topoisomérase I (Scl-70) impliquée dans la relaxation de l'ADN superenroulé (Tsay 
et al., 1990; Hietarinta et al., 1994; McHugh, 1994), contre des peptides 
centromériques (Moroi et al., 1980; Eamshaw et Rothfield, 1985; Eamshaw et al., 
1987; Saitoh et al., 1992), et contre un antigène nucléolaire nommé PM/Sel détecté 
par les sérums de patients atteints du syndrôme polymyosite-sclérodermie (Oddis et 
al., 1992; Blüthner et Bautz, 1992); les myosites (polymyosite/dermatomyosite) se 
caractérisent principalement par la présence d'autoanticorps dirigés contre les ARNt 
synthétases, dont les plus communs sont les anti-Jo-1 dirigés contre l'histidyl-
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ARNt synthétase (Targoff, 1993); et les syndrômes vasculitiques, particulièrement la 
granulomatose de Wegener, caractérisés par la présence d'autoanticorps dirigés 
contre des composantes du cytoplasme des neutrophiles ("anti-neutrophil 
cytoplasmic antibodies": ANCA) (van der Woude et al., 1985; Lock, 1994; Jennette, 
1994): plus spécifiquement contre la myéloperoxydase (Falk et Jenette, 1988; 
Goldschmeding et al., 1988; Cambridge et al., 1994) et contre la protéin~se-3 
(myéloblastine ), protéinase à sérine de 29 kD (Goldschmeding et al., 1989; 
Campanelli et al., 1990; Labbaye et al., 1991; Dalpé et al., 1993; Williams RC et al., 
1994). 
1.3 LA POLYARTHRITE RHUMATOÏDE 
Du point de vue historique, la première description des manifestations cliniques de la 
PR a été effectuée par Landre-Beauvais en 1800 (Parish, 1963). Le terme 
polyarthrite rhumatoïde a toutefois été adopté officiellement en 1941 par l'American 
Rlieumatism Association. Bien que l'étiologie de la maladie soit encore obscure, la 
PR est considérée aujourd'hui comme un prototype de maladie autoimmune 
systémique (Sinha et al., 1990; Harris, 1990; Zvaifler, 1993; Sewell et Trentham, 
1993; Winchester, 1994). La PR est un désordre inflammatoire chronique 
hétérogène, affectant environ 1 à 2% de la population. La réponse inflammatoire 
implique principalement la membrane synoviale et les diverses composantes des 
articulations. À travers l'évolution de la maladie, plusieurs cellules inflammatoires 
envahissent la synoviale et de multiples enzymes sont relâchées d'une façon 
incontrôlable. Ces processus inflammatoires entraînent la formation d'un pannus de 
même que la destruction irréversible de l'articulation (Figure 1). Les caractéristiques 
immunopathogéniques de la PR suggèrent fortement une implication importante des 
cellules T CD4+ dans la réponse immune pathogénique et un rôle déterminant des 
molécules du MHC de classe II dans la susceptibilité au développement de la 
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maladie (Winchester, 1994). Toutefois, la spécificité de l'autoréactivité, cellulaire et 
humorale, contre un peptide antigénique "X" (endogène ou exogène) n'est 
actuellement qu'hypothétique. 
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Figure 1: La synovite rhumatoïde. L'inflammation chronique de l'articulation se 
manifeste principalement chez des individus susceptibles du point de vue génétique, 
suite à un stimulus antigénique inconnu. La synovite rhumatoïde résulte d'une 
hyperplasie du tissu synovial, d'une migration de cellules inflammatoires, d'un dépôt 
de complexes immuns et de la libération d'enzymes protéolytiques . Ce processus 
inflammatoire invasif conduit à la destruction articulaire. 
(Référence: Miller-Blair et Robbins, 1994. Geriatrics 48:28-38) . 
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1.3.1 Susceptibilité génétique associée au MHC Il 
La prédisposition au développement de la PR semble être restreinte à certaines 
molécules du MHC de classe Il. Cette prédisposition est associée au IDA-DR 
(DR4 et DRl) et plus particulièrement au niveau des résidus glutamine et lysine en 
position 70 et 71 de la chaîne~ du IDA-DR (Williams WV et al., 1992; Winchester 
et al., 1992; Panayi, 1993; Winchester, 1994). Cette homologie de séquence de la 
région hypervariable du MHC II se retrouve chez plus de 90% des patients souffrant 
de PR. Toutefois, un faible pourcentage des individus qui portent ces haplotypes DR 
vont développer la maladie. Des observations analogues au niveau de la 
prédisposition génétique au développement de la maladie ont été obtenues dans le 
modèle expérimental d'arthrite à collagène (Breedveld et Trentham, 1987; Holmdahl 
et al., 1990). De façon intéressante, cette homologie de séquence se situe au centre 
de l'hélice a. entourant le site de liaison antigénique du IDA-DR (Weyand et al., 
1992). Par conséR_uent, la prédisposition au développement de la PR peut être 
associée à la présentation d'un peptide "X" toujours inconnu, dans un contexte 
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Figure 2: Représentation schématique du complexe trimoléculaire. La 
reconnaissance spécifique d'un déterminant antigénique présenté aux cellules T 
auxiliaires via le MHC de classe II. Cette reconnaissance s'effectue par l'interaction 
entre des molécules du MHC II, un peptide immunodominant et des molécules du 
TCR. Le complexe trimoléculaire peut être impliqué dans l'induction d'une réponse 
immune normale ou autoagressive. 
(Référence: Shina et al., 1990. Science 248:1380-1387). 
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1.3.2 Facteurs étiologiques proposés 
En dépit de nombreuses recherches au niveau de l'induction possible de la PR, 
l'étiologie de la maladie est toujours obscure. Par contre, la susceptibilité génétique 
associée à certaines molécules du MHC II sous-entend l'implication de peptides 
spécifiques dans l'induction du processus inflammatoire. Des hypothèses actuelles 
suggèrent que des agents infectieux (bactéries, virus ou mycoplasmes) peuven~ être 
engagés dans le développement de la PR (Silman, 1991; Inman, 1991; Zvaifler, 
1993; Youinou et al., 1993; Keat, 1993). 
Parmi les travaux les plus importants, certains appuient l'existence d'une infection 
par Mycobactérium dans l'initiation de la PR (Rook et al., 1990; Rook et Stanford, 
1992; McCulloch et al., 1993; Rook et al., 1993; Gaston, 1993). La réponse immune 
semblerait principalement être dirigée contre la protéine de stress mycobactérienne 
de 65 kD (HSP65) (McLean et al., 1990; Karlsson-Parra et al., 1990). Les HSPs 
sont des protéines bien conservées à travers l'évolution: par exemple, la HSP65 
possède 50% d'homologie de séquence avec la HSP60 humaine. D'une part les HSPs 
semblent présentes au niveau de la synoviale (Life et al., 1991), et d'autre part il 
existe une certaine réactivité croisée (homologie de séquence) entre les HSPs et les 
composantes du cartilage articulaire (van Eden et al., 1989; Danielli et al., 1992; 
Boog et al., 1992; Jones et al., 1993). Bien que la bactérie n'ait jamais été isolée de 
la synoviale rhumatoïde, ces observations appuient l'hypothèse de mimétisme 
moléculaire, entre l'agent exogène et l'hôte, dans l'initiation et/ou le maintient de la 
réponse autoagressive (Zwillich et Lipsky, 1987; Oldstone, 1987; Inman, 1991). 
Toutefois, il est peu probable que la PR soit spécifiquement causée par 
Mycobactérium et les HSPs puisque la réactivité anti-HSP est associée à plusieurs 
autres maladies autoimmunes (Kaufmann, 1994). De plus, cette réactivité est peu 
fréquente chez les patients atteints de PR. Enfin, l'implication possible des ces 
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bactéries dans la polyarthrite rhumatoïde semble tout à fait spéculatif et aucune 
étude supporte définitivement leur rôle dans l'initiation et le maintient de la maladie. 
Un second agent infectieux proposé dans l'étiologie de la PR est le virus Epstein 
Barr (EBV), un virus lymphotropique (Fox et al., 1985; Inman, 1991). Trois types 
d'évidences appuient son implication possible. Premièrement, la présence de 
cellules B infectées par le virus chez certains patients rhumatoïdes (Tosato et al., 
1981; Hasler et al., 1983; Konttinen et al., 1986). Toutefois, la présence du virus au 
niveau synovial n'a pas été démontrée (Brousset et al., 1993). Deuxièmement, les 
sérums de patients possèdent des anticorps dirigés contre certaines composantes 
protéiques du virus (Ferrell et al., 1981; Silverman et Schumacher, 1981). 
Troisièmement, des travaux axés sur le mimétisme moléculaire ont démontré un 
partage d'antigénicité entre des peptides d'EBV et les molécules HIA-DR (Roudier 
et al., 1989), le collagène type II (Vaughan, 1990) et les composantes articulaires 
(van Eden et al., 1989). Selon les observations obtenues jusqu'à présent, la détection 
du virus et des anticorps anti-EBV n'est pas évidente dans l'ensemble des patients 
rhumatoïdes. · De plus, la signification entre l'immunorégulation altérée et l'infection 
par EBV dans la PR n'est pas définitivement prouvée. L'implication du virus peut 
toutefois définir un sous-groupe de manifestations immunologiques. Parmi d'autres 
virus potentiels, le parvovirus B19 humain a également été proposé comme agent 
causal dans la PR (White et al., 1985). Par contre, la plupart des travaux récents ne 
semblent pas associer la susceptibilité à la PR à une exposition au parvovirus B19 
(Simpson et al., 1984; Taylor et al., 1992; Nikkari et al., 1994). 
Les superantigènes sont une famille de protéines ayant des capacités 
immunomodulatrices puissantes. Les plus connues sont les toxines bactériennes, 
particulièrement les entérotoxines staphylococcales (Marrack et Kappler, 1990). 
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Elles activent des sous-populations de cellules T matures via certaines molécules 
V~ du TCR, sans égard à la spécificité antigénique de ces cellules. Certains travaux 
appuient leur implication dans l'induction de maladies autoimmunes, telles que la 
PR, en activant des cellules autoréactives normalement tolérantes (Friedmand et al., 
1991; Lobo-Yeo et Lamb, 1993; Acha-Orbea, 1993; Goodacre et al., 1994). Parmi 
les populations de cellules T isolées de tissus synoviaux rhumatoïdes, les cellules T 
V~-17+ semblent être présentes de façon majoritaire (Howell et al., 1991; Bhardwaj 
et al., 1994). Par contre, des résultats contradictoires suggèrent la prépondérance de 
plusieurs autres V~ différents (Uematsu et al., 1991; Paliard et al., 1991; Sottini et 
al., 1991). D'autre part, l'entérotoxine staphylococcale D induit sélectivement les 
cellules T CD4+ à stimuler les cellules B productrices d'autoanticorps 
(particulièrement le facteur rhumatoïde) chez les patients atteints de PR (He et al, 
1992). L'implication des superantigènes dans le développement d'arthrites 
expérimentales a également été démontrée à l'aide de souris transgéniques ayant des 
cellules T avec un TCR V~-8+ (Mountz et al., 1994). Finalement, due à leur 
capacité d'activation sélective mais non spécifique des cellules T, le rôle des 
superantigènes dans le processus inflammatoire mérite d'être mieux défini. 
De tous les candidats pathogènes proposés, seuls les HSPs mycobactériennes, l'EBV, 
le parvovirus B19 et les superantigènes ont fait l'objet de recherches intenses. 
Plusieurs évidences appuient un lien entre ces microorganismes et la PR, mais la 
plupart échouent dans la démonstration d'une preuve étiologique définitive. 
1.3.3 Mécanismes de destruction de l'articulation 
Bien que le dommage articulaire semble être une circonstance secondaire à 
l'initiation de la maladie, la destruction irréversible de l'articulation est la 
conséquence la plus sévère et la plus morbide de la PR. La synovite rhumatoïde 
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(pannus) se caractérise principalement par une hyperplasie du tissu synovial, 
associée à une infiltration de cellules inflammatoires comprenant surtout des 
macrophages, des fibroblastes, des mastocytes et des lymphocytes Tet B. De plus, 
l'interaction entre ces différentes populations cellulaires conduit à la libération de 
plusieurs médiateurs inflammatoires qui semblent contribuer largement à la 
pathophysiologie de la PR. 
L'inflammation synoviale et la formation de pannus sont sans doute des facteurs 
dominants dans la destruction articulaire chez les patients atteints de PR. Les 
enzymes protéolytiques produites et libérées de façon anormale dans l'articulation 
semblent avoir un rôle important dans la dégradation de la matrice articulaire et de 
l'os chez les rhumatoïdes (Vaes, 1981; Krane et Simon, 1986; Krane et al., 1990; 
Krane, 1993; Reife et al., 1993). Ces protéinases jusqu'à maintenant impliquées 
dans la dégradation des composantes articulaires sont subdivisées en trois grands 
groupes: les métalloprotéinases, les protéinases à sérine et les protéinases à cystéine 
(Nagase et Woessner, 1993). Les enzymes protéolytiques particulièrement étudiées 
dans l'érosion articulaire rhumatoïde incluent la collagénase (Evanson et al., 1967; 
Krane et al., 1990; McCachren et al., 1990), la stromélysine (Case et al., 1989; 
Walakovits et al., 1992), l'élastase (Gysen et al., 1985; Tanaka et al., 1990; Huet et 
al., 1992), les cathepsines B et L (Maciewicz et Etherington, 1988; Maciewicz et al., 
1990; Nguyen et al., 1990; Tranbandt et al., 1991), de même que les calpaïnes tout 
récemment identifiées (Yamamoto et al., 1992). 
Comme il le sera discuté plus loin, plusieurs médiateurs solubles ont été identifiés 
dans la synoviale rhumatoïde. Ces médiateurs inflammatoires semblent faciliter le 
processus de destruction articulaire (Reife et al., 1993; Pelletier et al., 1993). 
Particulièrement, l'IL-1 et le facteur de nécrose tumorale alpha (TNF-a), 
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synthétisées par les macrophages activés du pannus, sont impliquées dans la 
synthèse et la libération d'enzymes protéolytiques par les différentes populations 
cellulaires synoviales (Dayer et al., 1985, 1986; Frish et Ruley, 1987; Huet et al., 
1993). Finalement, le rôle des prostaglandines et des leucotriènes semble important 
dans le dommage articulaire, mais ils sont encore très peu connus (Robinson et al., 
1975; Sano et al., 1992; Pelletier et al., 1993; Koopman et Gay, 1993). 
1.3.4 Cytokines 
Plusieurs types cellulaires agissent comme cellules présentatrices d'antigènes (APC), 
particulièrement les macrophages, les cellules dendritiques et les cellules B. La 
présentation de peptides "X" dans un contexte trimoléculaire initie l'activation de 
signaux intracellulaires menant à la production de cytokines. L'articulation des 
patients atteints de PR est exposée à un environnement de plusieurs cytokines qui 
semblent jouer UIJ rôle majeur dans la pathogénèse de la maladie. Chez les 
rhumatoïdes, les cellules T activées expriment des récepteurs de !'interleukine (IL)-
2 et produisent de l'IL-2, de l'IL-4 et de l'interféron gamma (INFy) (Hooks et al., 
1979; Degre et al., 1983; Schattner, 1994). Des concentrations importantes d'IL-1, 
de TNF-a, de "granulocyte/macrophage-colony stimulating factor" (GM-CSF), 
d'IL-10 et d'IL-6 produits par les APC sont détectées chez les patients rhumatoïdes 
(Eastgate et al., 1988; Saxne et al., 1988; Lipsky et al., 1989; Dong et al., 1989; 
Alvaro-Gracia et al., 1989; Manicourt et al., 1993; Katsikis et al., 1994). Par 
conséquent, une variété de cellules effectrices, incluant cellules T et B, 
macrophages, fibroblastes, synoviocytes et chondrocytes, peuvent être activées et 
peuvent produire des médiateurs inflammatoires de même que des enzymes 
protéolytiques conduisant à la destruction de l'articulation (Lipsky et al., 1989; 
Arend et Dayer, 1990; Fong et al., 1994). De plus, l'IL-1 et le TNF-a semblent 
jouer un rôle majeur dans l'activation des cellules B afin de permettre la production 
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d'autoanticorps (Kollias, 1993; Schattner, 1994; Cavallo et al., 1994). Des 
recherches récentes, centrés sur des études in vitro, sur des modèles d'arthrite induite 
et sur des données cliniques, ont suggére que le TNP-a. semble être un médiateur 
inflammatoire ayant un rôle critique dans la PR (Chu et al., 1991; Brennan et al., 
1992; Kollias, 1993; Cope et al., 1994). 
1.3.5 Autoimmunité médiée via les cellules T 
Plusieurs évidences laissent supposer un rôle majeur des cellules T dans le processus 
inflammatoire et dans la destruction progressive de l'articulation chez les patients 
souffrant de PR (Alpert et al., 1987; Firestein et al., 1987; McDermott et McDevitt, 
1988; van Eden et de Vries, 1989; Sewell et Trentham, 1993). Entre autres, le 
marqueur CD4 constitue le phénotype dominant des cellules T présentes dans le 
pannus de patients rhumatoïdes (Van Boxel et Paget, 1975; Panayi, 1993); les 
cellules T exprimep.t plusieurs marqueurs d'activation (Panayi et al., 1992), dont le 
récepteur hétérodimérique a.J3 de l'IL-2 (IL-2R) (Pitzalis et al., 1987; Luqmani et 
al., 1994); et l'amélioration des manifestations de la maladie à l'aide de traitements 
éliminant les -cellules T, tels que le drainage du canal thoracique, l'irradiation, le 
traitement par la cyclosporine, par des anticorps anti-TNF-a. ou par des anticorps 
anti-CD4 (Paulus et al., 1977; Trentham et al., 1981; van Rijthoven et al., 1986; Van 
der Lubbe et al., 1994; Gaur et Fathman, 1994; Williams RO et al., 1994). Des 
études récentes ont démontré que l'immunothérapie à l'aide d'anticorps monoclonaux 
dirigés contre le TNP-a. chez des modèles expérimentaux (Williams RO et al., 
1992) de même que chez des patients atteints de PR (Elliott et Maini, 1993; Elliott et 
al., 1993, 1994a et b; Campion, 1994), semble être une voie de traitement 
prometteuse. 
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L'expression de molécules d'adhésion à la surface des cellules endothéliales de la 
synoviale semblent également jouer un rôle important dans l'attraction des 
leucocytes au niveau du tissu synovial (Haynes et al., 1989; Koopman et Gay, 1993). 
La molécule d'adhésion intercellulaire-1 (ICAM-1) est surexprimée à la surface des 
cellules endothéliales synoviales rhumatoïdes. Cette expression est augmentée par 
plusieurs cytokines, incluant l'IL-1, le TNF-a. et l'INF-y (Kavanaugh et al., ~991; 
Oppenheimer-Marks et al., 1991; Abbott et al., 1992). L'attraction de cellules T 
dans la synoviale rhumatoïde semble s'effectuer selon un processus spécifique. Les 
cellules T CD4+ infiltrant la synoviale rhumatoïde sont non seulement majoritaires, 
elles expriment aussi les antigènes CD29/CD45RO associés aux cellules à mémoire 
(Pitzalis et al., 1988; Kingsley et al., 1988; Cush et Lipsky, 1991). De plus, les 
cellules T CD8+CD45RA + suppressives/effectrices sont proportionnellement 
diminuées, tandis que les cellules T CD8+CD29+S6Fl + tueuses/effectrices sont 
proportionnellement augmentées au niveau synovial (Duke et al., 1982; Alpert et al., 
1987; Nakao et al., 1990; Sohen et al., 1991). Dans l'ensemble, ces observations 
appuient, (1) l'activation, la différenciation et la prolifération des cellules T in situ; 
(2) la sécrétion de médiateurs inflammatoires; et (3) la différenciation des cellules B 
conduisant à la production d'autoanticorps. Ces facteurs sont nécessairement 
impliqués dans l'inflammation de la synoviale chez les patients rhumatoïdes. 
L'analyse des gènes de la région variable V du TCR (a./f3 ou y/ô) permet d'obtenir 
certaines informations utiles concernant la réponse cellulaire T au niveau de la 
synoviale de patients atteints de PR. Plusieurs études ont analysé la région variable 
de la chaîne f3 du TCR des cellules T afin de déterminer la présence de clones de 
cellules CD4+ effectrices chez ces patients. Certaines études suggèrent l'utilisation 
restreinte de Vf3 du TCR au niveau synovial (Williams WV et al., 1992; Weyand et 
al., 1992; Salmon, 1992); toutefois, aucune confirmation évidente ne suggère la 
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présence d'une population oligoclonale (Moss et al., 1992; Koopman et Gay, 1993; 
Amento, 1993). Cette polyclonalité peut être associée à: (1) une réponse spécifique 
des cellules T contre plusieurs déterminants antigéniques d'une même molécule ou 
contre plusieurs peptides différents, dont la spécificité est toujours inconnue; (2) une 
stimulation via les superantigènes; (3) l'hétérogénéité de la réponse des patients 
rhumatoïdes; et (4) la présentation de peptides par des molécules HIA-DR 
différentes. 
D'autres études, centrées sur les gènes de la région Vô du TCR des cellules T, ont 
démontré une augmentation proportionnelle du taux de cellules T y/ô avec une 
utilisation restreinte de Vô chez les patients rhumatoïdes (Sioud et al., 1990; Smith et 
al., 1990; Kjeldsen-Kragh et al., 1990; Keystone et al., 1991; Olive et al., 1992, 
1994). La majeure partie des données fournies par ces études ont démontré que les 
cellules T y/ô de. la synoviale sont activées spécifiquement par des antigènes 
bactériens, tels que Mycobacterium tuberculosis et les HSPs mycobactériennes 
(Janis et al., 1989; O'Brien et al., 1989; Sôderstrom et al., 1990; Holoshitz et al., 
1992). Ces observations suggèrent que les cellules T y/ô ont un rôle dans l'initiation 
d'une réponse immune contre certains microorganismes, superantigènes et/ou contre 
des peptides impliqués dans le mimétisme moléculaire (Winfield et Jarjour, 1991). 
1.3.6 Autoimmunité médiée via les cellules B et autoanticorps 
Dans la PR, la présence d'un grand nombre de cellules T CD4 + à mémoire 
(CD45RQ+) suggère fortement l'existence d'une exposition et d'une stimulation 
antigénique préalable. Cette sous-population de cellules T favorise d'une part la 
libération de cytokines, telles que l 'IL-6, stimulant les cellules B autoréactives à 
produire des autoanticorps, et d'autre part en n'exerçant aucune régulation négative 
sur la synthèse de ces immunoglobulines. Toutefois, l'hypothèse d'une stimulation 
28 
antigénique spécifique est encore à l'état d'exploration et la possibilité d'une 
activation polyclonale de clones de cellules B n'est pas exclues. D'une façon 
générale, la PR se caractérise par la présence de cellules B autoréactives activées et 
différenciées en plasmocytes, de même que par la formation de complexes immuns 
circulants pouvant se déposer au niveau de l'articulation (Harris, 1990; Zvaifler, 
1993). Le facteur rhumatoïde (FR), décrit il y a plus de 50 ans déjà (Waaler, 1~40; 
Rose et al., 1949), est le système autoimmun le mieux connu dans la PR 
(Schrohenloher et Koopman, 1993). Ce sont des autoanticorps d'isotype lgM 
surtout, synthétisés et sécrétés par des lymphocytes B CDS+, et dirigés contre des 
déterminants antigéniques de la portion Fe des IgG (Maini et Zyberk, 1988; Moore 
et Domer, 1993). Certaines études suggèrent que le FR semble jouer un rôle majeur 
dans la pathogénèse de la PR via la formation locale de complexes immuns, 
conduisant à l'activation du complément, l'inflammation chronique et la destruction 
de l'articulation (I:Iarris, 1990; Moore et Domer, 1993). Le FR est jusqu'à 
maintenant utilisé comme marqueur diagnostique de la maladie, en subdivisant les 
patients en deux groupes: les PR séropositives et séronégatives (Masi et 
Feigenbaum, 1983; Schrohenloher et Koopman, 1993; Abo et Kurki, 1994). Malgré 
sa fréquence d'environ 70% chez les rhumatoïdes, le FR est souvent absent à des 
stades précoces de la maladie et souvent détecté à de hauts titres dans des maladies 
inflammatoires autres que la PR, telles que le LED, et dans des maladies infectieuses 
diverses de même que chez des individus normaux (Schrohenloher et Koopman, 
1993). 
Une variété d'autoanticorps autres que le FR ont été décrits chez les patients atteints 
de PR (Baum et al., 1993). Certaines études ont analysé la présence d'anticorps 
antinucléaires (ANA) chez les rhumatoïdes. Les patients ANA positifs semblent être 
atteints de PR plus sévère avec un FR le plus souvent positif et avec la présence de 
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vasculites (Pitheathly et Taylor, 1967; Aitcheson et al., 1980; Smolen et al., 1990b). 
Les ANA sont toutefois présents dans plusieurs autres maladies du tissu conjonctif et 
aucun sous-groupe d'ANA n'est caractéristique de la PR (Nakamura et Tan, 1992). 
Des travaux centrés sur l'association clinique des anticorps anti-SS-NRo, détectés 
principalement chez les patients lupiques et atteints du SS, suggèrent que ces 
autoanticorps peuvent être utilisés d'une part comme marqueurs d'un sous-groupe de 
PR plus sévère (Boire et Ménard, 1988) et d'autre part comme marqueurs 
pronostiques de PR non-HIA-DR4+ (Boire et al., 1993). 
Des anticorps dirigés contre des protéines associées aux filaments intermédiaires 
sont détectés dans les sérums rhumatoïdes. Le facteur antipérinucléaire (F AP) 
identifié en immunofluorescence indirecte à l'aide de sérums de PR, détecte des 
granules kérato-hyalins autour du noyau de cellules épithéliales de la muqueuse 
buccale humaine (Nienhuis et Mandema, 1964; Westgeest AAA et al., 1987; Vivino 
et Maul, 1990; Hoet et al., 1991). En dépit d'une sensibilité et d'une spécificité 
satisfaisantes (""75% et ,...,90%, respectivement) il est difficile d'obtenir un substrat 
approprié et reproductible (Youinou et al., 1992). L'anticorps anti-kératine (AKA), 
identifié aussi en IFI sur des coupes d'oesophage de rat et d'épiderme humain, est un 
autre marqueur associé à la PR (Young et al., 1979; Ordeig et Guardi, 1984; Kirstein 
et Matthiesen, 1987; Vincent et al., 1989). Bien que la sensibilité des AKA soit plus 
faible que le F AP, les deux systèmes semblent être liés du point de vue 
reconnaissance antigénique (Johnson et al., 1981; Hoet et al, 1991; Aho et al., 1993). 
Des travaux récents ont démontré que la filaggrine, une protéine associée aux 
filaments intermédiaires, est identifiée spécifiquement par les sérums AKA positifs 
(Simon et al., 1993). Parmi les anticorps dirigés contre les filaments intermédiaires, 
les anti-vimentine sont aussi détectés dans les sérums de diverses maladies 
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rhumatismales incluant la PR (Alcover et al., 1984; Fabregas-Canales et al., 1989; 
Sanchez et al., 1990; Nagle, 1994). 
Tel qu1introduit ci-haut, les patients rhumatoïdes ont une réponse immune contre des 
agents exogènes. Les sérums de PR possèdent fréquemment des anticorps dirigés 
contre des antigènes nucléaires (11 RA-associated nuclear antigens 11 : RANA) codés 
par le virus EBV (Alspeugh et Tan, 1975; Catalano et al., 1979; Ng et al., 1980). 
Les déterminants antigéniques majeurs identifiés par ces sérums anti-RANA positifs 
sont les antigènes nucléaires-1 et -2 codés par le virus (ANEB-1 et -2) (Billings et 
al., 1983). L'incidence des anticorps dirigés contre ANEB-2 ( ,.,,90 kD) est plus 
grande chez les patients rhumatoïdes (Sculley et al., 1986b; Hazelton et al., 1987). 
Toutefois, ces anticorps semblent peu spécifiques pour la PR (Sculley et al., 1986a) 
et peu de travaux sont effectués à l'heure actuelle. Les HSPs ont également été 
proposés dans la ~éponse humorale de PR et dans l'arthrite à adjuvant chez le rat 
(McLean et al., 1991). Les anticorps sont principalement dirigés contre la HSP 
humaine de 60 kD et contre son homologue mycobactérien de 65 kD (Kaufmann 
SHE, 1994).· Malgré la possibilité d1une réponse contre des protéines de stress 
endogènes éventuellement induite via l'inflammation, la détection d1anticorps anti-
HSP ne se restreint pas à la PR mais plutôt à l1ensemble des désordres autoimmuns 
(Winfield et Jarjour, 1991; Danieli et al., 1992a et b; Rambukkana et al., 1993; 
Yokota et al., 1993). 
Les anticorps dirigés contre les composantes articulaires, principalement le 
collagène, suscitent beaucoup d1intérêt dans l'étude de la réponse autoimmune 
rhumatoïde. Cet intérêt est basé sur deux observations importantes: la démonstration 
d1une arthrite induite chez les rongeurs suite à l'immunisation avec le collagène type 
Il (Trentham et al., 1977; Courtenay et al., 1980; Holmdahl et al., 1986; Larsson et 
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al., 1990); et la présence d'autoanticorps anti-collagène II (formes native et 
dénaturée) dans les sérums et liquides synoviaux de PR (Morgan et al., 1987; 
Tarkowski et al., 1989; Cook et al., 1994). La formation locale de complexes 
immuns suggère un rôle possible des anticorps anti-collagène II dans la pathogénèse 
de la maladie (Ronnelid et al., 1994). Toutefois, l'incidence de ces anticorps dans la 
PR est assez faible (10-20%) et leur détection dans plusieurs autres mal~dies 
rhumatismales suggère une faible spécificité pour la PR (Choi et al., 1900; Morgan, 
1990). Des anticorps dirigés contre d'autres composantes articulaires ont été 
rapportés. Entre autres, des anticorps anti-protéine de liaison au cartilage ( 11link 
protein11) détectés dans les sérums de PR de même que d'arthrites non 
inflammatoires (Austin et al., 1988); et des anticorps dirigés contre les protéoglycans 
de l'articulation (Glant et al., 1990). Enfin, ces réponses autoimmunes humorales 
contre des protéines de l'articulation sont probablement des épiphénomènes dus au 
dommage tissulair~ et à l'exposition de déterminants immunogéniques. 
Finalement, de nouveaux systèmes antigène-anticorps associés à la PR ont été 
récemment décrits: les anticorps anti-HaT-1 (Abe et al., 1988) et les anticorps anti-
RA33 (Hassfeld et al., 1989, 1993; Smolen et al., 1990a). L'autoantigène HaT-1 
r1so kD) a été identifié en immunodiffusion à l'aide d'extraits bruts de foie humain 
et de rat. Malgré sa spécificité intéressante pour la PR, la caractérisation ultérieure 
du système HaT-1 n'a pas été approfondie. D'autre part, l'antigène RA33 (pour 33 
kD) isolé et purifié à partir d'extraits nucléaires de cellules HeLa, possède une 
homologie de séquence peptidique avec la ribonucléoprotéine nucléaire hétérogène 
A2 (A2-hnRNP) s'associant aux acides nucléiques (Steiner et al., 1992). Malgré sa 
spécificité considérable pour la PR initialement (avec une incidence de 36% ), le 
système RA33/A2hnRNP est aujourd'hui associé à d'autres maladies rhumatismales 
telles que le LED (Isenberg et al., 1994). 
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1.4 HYPOTHÈSE DE TRA V AIL 
La caractérisation antérieure de la PR permet définitivement de considérer la 
maladie comme un désordre autoimmun non spécifique d'organe. Cette 
classification arbitraire regroupe pratiquement l'ensemble des maladies 
rhumatismales parmi les désordres autoimmuns systémiques. À l'exception de la 
PR, les maladies rhumatismales inflammatoires sont caractérisées par la présence 
d'anticorps ou de sous-groupes d'anticorps spécifiques. Par exemple, les patients 
atteints du LED possèdent couramment des anticorps anti-ADN et anti-Sm. Les 
patients atteints de sclérodermie ont des anticorps anti-Scl-70 et anti-centromère. 
Les patients souffrants de polymyosite ont des anticorps anti-Jol et anti-ARNt 
synthétases et les patients atteints du syndrôme de Sjogren possèdent des anticorps 
anti-SS-A(Ro) et anti-SS-B(La). L'identification de marqueurs spécifiques est 
donc très utile au niveau du diagnostic et du pronostic d'une maladie, de même que 
pour connaître le.s facteurs physiopathologiques impliqués dans le processus 
autoimmun. 
Bien que de nombreux marqueurs aient été identifiés dans les sérums de PR, aucun 
système antigène-anticorps bien défini et spécifique existe à l'heure actuelle. 
Malgré sa faible spécificité, le FR reste toujours le meilleur outil sérologique pour la 
maladie. La production locale du FR, de même que son dépôt au niveau de 
l'articulation suggère toutefois un rôle possible de l'autoanticorps dans la 
pathogénèse de la maladie. Le but de ce travail consiste donc à identifier de 
nouveaux systèmes autoimmuns potentiels pouvant servir de marqueurs spécifiques 
pour la PR, voire même impliqués directement ou indirectement dans le 
développement de la maladie. 
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Cette étude présente trois nouveaux systèmes autoimmuns associé à la PR: deux 
spécifiques (antigène Sa et calpastatine) et un non spécifique (protéine disulfure 
isomérase: PDI). L'identification de ces systèmes antigène-anticorps a été effectuée 
d'une part avec des extraits tissulaires humains et d'autre part en utilisant une 
bibliothèque d'expression d'ADNc de placenta humain. Premièrement, le système Sa 
(détecté pour la première fois à l'aide du sérum d'une patiente nommée Savoie) a été 
identifié en utilisant des extraits de rate et de placenta humains. Les résultats 
suggèrent que les autoanticorps anti-Sa sont spécifiques et sont détectés avec une 
incidence importante (42.7%) dans les sérums de patients rhumatoïdes. La présence 
des anticorps anti-Sa est indépendante du FR, puisqu'ils sont détectés tant dans les 
sérums FR positifs que négatifs. De plus, les anticorps anti-Sa sont souvent 
présents au tout début des manifestations rhumatoïdes et semblent varier dans 
certains cas avec l'activité de la maladie. De façon intéressante, l'autoantigène Sa 
est présent au nive.au du tissu cible (membrane synoviale), et les autoanticorps anti-
Sa sont détectés au niveau local (liquide synovial). Des analyses immunochimiques 
comparatives démontrent que l'antigène Sa est unique et n'a aucune relation avec les 
systèmes immuns antérieurement décrits dans la PR. Le système Sa/anti-Sa semble 
donc être un marqueur diagnostique prometteur pour la PR et pourra servir de 
modèle d'étude dans la caractérisation de la maladie. 
À la suite de la purification et du microséquençage de l'antigène Sa placentaire, une 
des trois bandes polypeptidiques s'est révélée homologue avec la protéine disulfure 
isomérase (PDI). La PDI est un polypeptide multifonctionnel impliqué dans 
l'hydroxylation co- et post-transcriptionnelle des résidus proline du pro-collagène 
en collagène (Kivirikko et al., 1989). L'ADNc de la PDI a été isolé par réaction en 
chaîne de polymérase et sous-cloné dans le vecteur d'expression pGEX-KG afin 
d'exprimer et de purifier la protéine recombinante (PDir). Les sérums de patients 
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atteints de PR et d'autres maladies non-rhumatoïdes ont détectés la PDir en 
immunobuvardage. Des expériences d'absorptions entre l'antigène Sa et la PDir 
suggèrent que les deux protéines sont distinctes. Cette réponse autoimmune non 
spécifique dirigée contre la PDI mérite toutefois d'être caractérisée plus en 
profondeur. 
Le criblage de bibliothèques d'expression et l'isolement de clones d'ADNc cooant 
pour des protéines autoantigéniques ont été fréquemment utilisés dans le passé afin 
d'identifier de nouveaux systèmes autoimmuns (Saitta et Keen, 1992). La seconde 
portion de ce travail consistait à cribler une bibliothèque d'expression d'ADNc de 
placenta humain, à l'aide d'un pool de sérums de patients atteints de PR érosive. Un 
clone d'ADNc (RA-1) a été identifié et code pour un polypeptide de 284 acides 
aminés correspondant à deux des quatre domaines inhibiteurs de la calpastatine. De 
façon intéressant~, la calpastatine est l'inhibiteur naturel des calpaïnes, des 
protéinases à cystéine dépendantes du calcium agissant comme activateurs 
intracellulaires au niveau de la transduction de signal (Croall et Demartino, 1991; 
Mellgren, 1987; Suzuki et al., 1991). De plus, les calpaïnes ont un rôle dans la 
destruction des composantes articulaires chez les patients rhumatoïdes (Yamamoto 
et al., 1992). Le clone RA-1 a par la suite été exprimé à l'aide d'un système 
d'expression procaryotique et la protéine recombinante a été purifiée par affinité. À 
l'analyse en immunobuvardage, une proportion significative ( 45.7%) des sérums de 
PR possède des autoanticorps dirigés contre la protéine recombinante. Ces résultats 
montrent que la calpastatine est un nouvel autoantigène associé à la PR. 
L'identification de ce nouveau système permet de soulever l'hypothèse d'un rôle 
pathogénique de ces autoanticorps en bloquant la capacité inhibitrice de la 
calpastatine sur les protéinases. 
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Finalement, des résultats préliminaires obtenus au niveau de la réactivité croisée 
entre les systèmes Sa et calpastatine suggèrent la possibilité d'un partage antigénique 
entre ces deux autoantigènes. 
36 
, , 
MATERIEL ET METHODES 
2.1 SÉRUMS ET ANTICORPS UTILISÉS 
L'étude présentée ici a été effectuée avec un grand nombre de sérums de patients 
atteints de polyarthrite rhumatoïde et de témoins. Les sérums témoins proviennent 
de patients non rhumatoïdes, ainsi que d'individus normaux. Des échantillons 
sériques provenants de divers patients, d'individus normaux et d'animaux immunisés 
ont également été utilisés comme sérums de référence (témoins positifs ou négatifs) 
tout au long de cette recherche. Ces sérums ont été analysés principalement à 
l'intérieur de deux séries d'expériences de détection d'autoanticorps associés à la PR: 
1) le système Sa/anti-Sa et 2) les autoanticorps anti-calpastatine. 
2.2 SYSTÈME Sa/ANTI-Sa 
2.2.1 Patients et témoins utüisés pour la signification clinique des autoanticorps 
anti-Sa. Cette étude comporte des échantillons sériques de 482 patients. Deux cent 
six de ces patien~s ont satisfait aux critères cliniques de l'American College of 
RJieumatology (ACR) (Arnett et al., 1987) pour le diagnostic de la PR. Ces patients 
ont été suivis au service de rhumatologie de la faculté de médecine de Sherbrooke et 
ont accepté de participer à l'étude de dépistage des autoanticorps associés à la PR. 
De ce groupe de rhumatoïdes au nombre de 206, 7 patients possédaient aussi les 
critères du LED et 1 patient, ayant des anticorps anti-Scl-70, pouvait être classifié 
comme atteint de sclérodermie systémique (ScS). Ces 8 patients ont donc été 
considérés être atteints de 2 maladies concomitantes, PR-LED ou PR-ScS 
respectivement. Le premier groupe de patients témoins était composé de 188 
individus souffrant de diverses maladies rhumatismales inflammatoires: 68 patients 
lupiques (LED), 24 atteints de ScS, 16 atteints du syndrome de Sjogren (SS), 8 
atteints de collagénoses mixtes (MCTD) (tous positifs pour les anticorps anti-Ul 
RNP), 5 atteints de polydermatomyosite (PM/DM), 5 atteints de LE discoïde, 36 
patients souffrant de collagénose non différenciée (UCTD), 24 patients atteints de 
38 
spondyloarthropathies (14 atteints d'arthrite psoriasique et 10 atteints de 
Reiter/arthrite réactive), 1 patient atteint de la maladie de Still, et 1 patient atteint de 
polymyalgia rheumatica. Le second groupe de témoins incluait 88 patients souffrant 
de maladies non inflammatoires dont 42 individus âgés atteints d'arthrose (OA), 36 
individus normaux et 10 jeunes patients atteints de mononucléose infectieuse (MI). 
Pour ces 10 derniers patients, la détection des anticorps dirigés contre les Antigènes 
Nucléaires du Virus Epstein-Barr (EBNA-1 et -2) et contre l'Antigène de la 
Capside du Virus Epstein-Barr (ACV-EB) fut confirmée par la méthode 
d'immunofluorescence anti-complément (IFAC) et d'immunofluorescence indirecte 
(IFI), respectivement (Organon Teknika, Scarborough, ON, Canada). Après 
coagulation, les sérums ont été séparés par centrifugation (1500 rpm/15 minutes), 
aliquotés et conservés à -2ooc jusqu'à utilisation. 
2.2.2 Détection des autoanticorps anti-Sa dans le liquide synovial. Dans le but de 
comparer la présence d'autoanticorps anti-Sa au niveau sérique et synovial, des 
liquides synoviaux provenant de 18 patients rhumatoïdes et de témoins ont été 
obtenus lors de ponctions articulaires diverses. 
2.2.3 Sérums et anticorps de référence utilisés dans la caractérisation du système 
Sa/anti-Sa. Les sérums de référence positifs contre les autoantigènes Ro (SS-A), 
La (SS-B), Ul RNP, Sm, Jo-1, et Scl-70 ont été obtenus du ''Centers for Disease 
Control" (Atlanta, GA, USA). Les sérums de référence anti-Sa positifs ont été 
identifiés selon leur degré de réactivité par la technique d'immunobuvardage, de 
même que par leur absence de réactivité avec d'autres autoantigènes communs. Les 
anticorps de référence dirigés contre le facteur antipérinucléaire (F AP) ont été 
fournis par le Dr. A.AA. Westgeest (Westgeest et al., 1989) du "Netherlands Red 
Cross Central Laboratory" (Amsterdam, Netherlands). Les sérums anti-A2 hnRNP 
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(RA33) positifs ou négatifs ont été fournis par le Dr. J. Smolen (Hassfeld et al., 
1989) du "Lainz Hospital" (Vienne, Autriche). De façon réciproque, 10 sérums 
rhumatoïdes anti-Sa positifs et négatifs ont été envoyés au laboratoire du Dr. J. 
Smolen afin d'analyser leur réactivité contre l'autoantigène hnRNP A2 (RA33). Les 
sérums F AP et anti-filaggrine positifs ou négatifs provenant de 73 patients 
rhumatoïdes ont été fournis à l'intérieur d'une étude de collaboration par le Dr. J.M. 
Berthelot du centre hospitalier universitaire de Nantes, France (Simon et al., 1993). 
Inversement, 50 sérums de patients souffrant de diverses maladies rhumatismales ont 
été envoyés au laboratoire du Dr. J.M. Berthelot afin d'analyser en IFI la présence 
d'anticorps anti-filaggrine (anti-"kératine") sur oesophage de rat et du facteur 
antipérinucléaire sur cellules de la muqueuse buccale humaine. Ces 50 échantillons 
provenaient de 15 PR anti-Sa fortement positifs, 16 PR anti-Sa négatifs, 10 patients 
lupiques et 9 patients atteints d'arthrose. 
Plusieurs autres anticorps de référence ont été utilisés afin de vérifier l'association 
possible du Sa avec des antigènes potentiels. Un antisérum polyclonal de lapin (Pl-
3) dirigé contre la protéine de stress humaine de 60 kD (HSP 60 kD) a été fourni par 
le Dr. R.S. Gupta, McMaster University. De plus, des anticorps monoclonaux 
(mAb) de souris dirigés contre diverses protéines de stress mycobactériennes (M 
leprae ou M tuberculosis), HSP 70-71 kD, 65 kD et 16-18 kD, ont été fournis par 
le Dr. M. Shinnick du "UNDP/World Bank/WHO Special Programme for Research 
and Training in Tropical Diseases-Centers for Disease Control)" (Atlanta, GA, 
USA). Un antisérum de lapin dirigé contre le collagène articulaire a été obtenu du 
Dr. A.R. Poole, McGill University. Des anticorps polyclonaux de chèvre et 
monoclonaux de souris dirigés contre la vimentine (Sigma, St-Louis, MO, USA) ont 
également été utilisés comme anticorps de référence. 
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2.3 AUTOANTICORPS ANTI-CALPASTATINE 
2.3.1 Sérums et anticorps utilisés pour le clonage et la caractérisation du système 
calpastatine/anti-calpastatine. Cette étude comporte au total 97 échantillons 
sériques de patients et de témoins. Quarante-quatre ( 44) sérums rhumatoïdes 
proviennent de patients ayant satisfait aux critères de l'ACR pour le diagnostic de la 
PR (Arnett et al., 1987). Les 53 sérums témoins utilisés proviennent de 11 patients 
atteints de LED, 27 patients souffrant d'arthrose, 5 patients atteints de maladies 
rhumatismales diverses et de 10 individus normaux. Les sérums obtenus ont été 
aliquotés et conservés à -2ooc jusqu'à utilisation. Un pool de trois sérums 
rhumatoïdes a été utilisé pour le criblage de la bibliothèque d'expression d'ADNc de 
placenta humain (J .. gtll). Ces trois sérums sélectionnés sont positifs pour les 
autoanticorps associés à la PR (FR, FAP et anti-Sa) et négatifs pour les systèmes 
autoimmuns communs détectés dans certaines maladies rhumatismales (Ro/SS-A, 
UlRNP, A2 bnRNJ>/RA33, histones et vimentine). Afin d'éliminer la réactivité des 
anticorps contre les protéines bactériennes, le pool de sérums a été préalablement 
absorbé avec un lysat total de la lignée Escherichia coli Y1090 et conservé à 4°C 
avec 0.05% final de NaN3 jusqu'au moment de l'utilisation. 
Un sérum polyclonal de chèvre dirigé contre la glutathion S-transférase (GST) a été 
utilisé afin d'analyser l'expression et la purification de protéines de fusion induites 
dans le système d'expression procaryotique pGEX (Pharmacia, Uppsala, Suède). 
2.4 SÉROLOGIE AUTOIMMUNE 
Les méthodes utilisées pour détecter certains des autoanticorps communs associés 
aux maladies rhumatismales ont toutes été mises au point dans notre laboratoire 
(Boire et al., 1991). Brièvement, la détection et la titration du FR sont effectuées par 
un test d'agglutination à l'aide d'IgGs de lapin liées de façon covalente à des billes de 
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latex. Le facteur antinucléaire (FANA) est identifié par immunofluorescence 
indirecte (IFI), en utilisant la lignée hépatocytaire HEp-2 comme substrat. Les 
anticorps dirigés contre l'ADN double brin (ADNdb) sont identifiés par 
radioimmunoessai (RIA) avec l'ADN du phage lambda radiomarqué au tritium (3H-
ADN) et par méthode immunoenzymatique (ELISA) commerciale (IAF Biochem, 
Montréal, QC). Enfin, un système d'immunodiffusion (ID) en gel d'agarose, avec 
des extraits salins de thymus de lapin et de rate humaine comme antigène, a été 
utilisé pour détecter les autoanticorps suivants: anti-Sm, anti-UlRNP, anti-Ro/SS-
A, anti-La/SS-B, anti-Jo-1, anti-PM/Scl et anti-Scl-70. 
2.5 PRÉPARATION DES SOURCES ANTIGÉNIQUES 
2.5.1 Extraits de tissus humains. Des extraits de rate (ERH), de placenta (EPH) et 
de synoviale (ESH) humaines ont été préparés à partir d'organes ou de tissus frais, 
congelés rapidemeµt sous azote liquide et conservés à -80°C (Clark et al., 1969; 
Boire et al., 1991; Després et al., 1994). Les rates normales ont été prélevées à 
l'autopsie et les placentas frais ont été obtenus immédiatement après l'accouchement. 
Les tissus synoviaux ont été obtenus lors de remplacements d'articulation chez des 
patients rhumatoïdes (Drs. R. Dumais et A. Dumont, Département d'orthopédie, 
CHUS). Toutes les procédures ont été effectuées à 4oc et les tampons ont été 
supplémentés avec 0.02% NaN3, 1.5 mM dithiothreitol (dtt), 1 mM 
phénylméthylsulfonylfluorure (PMSF) et 5 µg/ml chacun de chemostatin, leupeptin, 
antipain et pepstatin (CLAP) (Sigma, St-Louis, MO, USA). Brièvement, le tissu 
(coupé en morceaux d'environ 2 mm2) est homogénéisé pendant 10-15 minutes dans 
4 volumes de tampon d'homogénéisation contenant 50 mM Tris-HCl, pH 7.4, 120 
mM NaCl (TBS-120 mM NaCl). L'homogénat est ensuite centrifugé à 16000 xg 
pendant 60 minutes à 4oc (Sorval RC2-B). Le surnageant recueilli est ajouté au 
diéthylaminoéthyl cellulose (résine d'échange d'anions-DE52, Whatman, Kent, 
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Angleterre) pré-équilibré avec le tampon d'homogénéisation, à raison de 1 g de 
résine/g de tissu. Après une heure d'incubation, les protéines liées à la résine sont 
éluées séquentiellement avec un tampon TBS (50 mM Tris-HCl, pH 7.4) contenant 
150, 200, 250 et 300 mM NaCl. L'élution des fractions s'est effectuée sur Buchner 
en utilisant un papier filtre de type Reeve angle 202 (Whatman, Kent, Angleterre). 
Les fractions semi-purifiées sont soit conservées à -80°C pour purification 
ultérieure par HPLC (décrit ci-dessous), soit dialysées contre trois changements de 
100 volumes d'H20 bidistillée contenant 0.15 mM PMSF pendant 24 heures à 4°C. 
Les fractions dialysées sont ensuite congelées sous azote liquide, puis finalement 
lyophilisées et conservées à -2ooc pour être ensuite utilisées lors de criblage de 
sérums de patients en immunobuvardage. 
2.5.2 Composantes articulaires. Des extraits purifiés de collagènes et de protéines 
de la matrice artic~laire humaine et canine ont été généreusement fournis par le Dr. 
M. Adams de l'Université de Calgary (Adams et al., 1986). Les échantillons 
humains proviennent de différentes articulations d'individus normaux, tandis que les 
échantillons eanins ont été prélevés et combinés à partir de genoux et d'épaules de 
chiens normaux. 
2.5.3 Cellules et lignées cellulaires. Les lignées cellulaires humaines HeLa 
(épithélioïdes) et MOLT-4 (lymphôme de cellules T) et animales Pt K2 (cellules 
épithéliales de rein) et 3T3 (cellules fibroblastiques), proviennent de "American 
Type Tissue Culture Collection" (ATCC; Rockville, MD, USA). Ces cellules ont 
été maintenues en culture à 37oc avec 5% de C02 dans le milieu RPMI 1640 
contenant 10% de sérum de veau foetal, 60 µg/ml de pénicilline et 100 µg/ml de 
streptomycine (Sigma, St-Louis, MO, USA). Des extraits totaux de l'ensemble des 
cellules ont été obtenus par sonication dans un tampon NEf-2 (50 mM Tris-HCl, 
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pH 7.4, 150 mM NaCl, 0.05% Nonidet P-40), suivi d'une centrifugation à 13000 xg 
pendant 15 minutes. Les fractions solubles (surnageant) et insolubles (culot) ont été 
resuspendues dans du tampon d'électrophorèse (voir ci-dessous) et utilisées comme 
sources antigéniques en immunobuvardage. 
Des extraits cytoplasmiques et nucléaires de cellules Hel....a ont été préparés comme 
suit: 2 x 109 cellules ont été resuspendues dans un tampon isotonique (10 mM 
HEPES/hydroxyde de potassium, 140 mM KCl, pH 7.9). Les membranes 
cytoplasmiques ont été brisées par homogénéisation à l'aide d'un Dounce. Après 
microcentrifugation, la fraction cytoplasmique a été conservée et les noyaux ont 
ensuite été resuspendus dans un tampon hypotonique (10 mM HEPES/hydroxyde de 
potassium, 2.5 mM MgCl2, 440 mM NH4Cl, 25% glycérol, pH 7.9). L'homogénat 
nucléaire a été agité sur glace pendant 30 minutes, puis centrifugé à 50000 xg / 20 
minutes. Le SUillageant a été dialysé contre le tampon isotonique contenant 25% 
glycérol. Les deux fractions ont finalement été concentrées sur Centricon-10 
(Amicon, Beverly, MA, USA), puis conservées à -2ooc afin d'être utilisées comme 
matériel antigénique (Harmuth et Barta, 1987; Hassfeld et al., 1989). 
2.5.4 Filaments intermédiaires (FI). Les FI ont été isolés et purifiés à partir de 
cellules Hel....a et Pt K2 en utilisant leur propriété d'insolubilité en présence de 
détergeants non ioniques (Steinert, 1982; Starger et al., 1978). De plus, les cellules 
ont été traitées ou non avec 1 µM de colcemide (Sigma, St-Louis, MO, USA) 
pendant 24 heures à 37°C afin d'induire l'agrégation des FI (Franke et al., 1979). 
Brièvement, les cellules sont lysées dans un tampon PBS contenant 0.6 M KCl, 1 % 
Triton X-100, 10 mM MgCl2, 0.5 mM PMSF, 1 mg/ml N-p-tosyl-L-arginine 
méthyl ester HCl (TAME) et 0.5 mg/ml DNAse 1 (Sigma, St-Louis, MO, USA). Le 
culot de FI est ensuite resuspendu (concentration en protéine:lmg/ml) dans 5 mM 
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Tris-HCl, lmM dtt, lmM acide N,N'-tetra-acetique, et 1 mg/ml TAME, 
homogénéisé, dialysé contre 1000 volumes de PBS / 16 heures à 4°C et utilisé 
comme source antigénique à une concentration de 25 µglpuits. De la vimentine 
purifiée provenant du cristallin de boeuf (Sigma, St-Louis, MO, USA) a également 
été utilisée comme filament intermédiaire témoin en immunobuvardage, à une 
concentration de 15 µglpuits. 
2.5.5 Antigènes associés au virus Epstein Barr (EBV). Des lignées cellulaires 
infectées ou non par EBV ont été généreusement fournis par les Drs. J. Jonca et C. 
Alfieri, de l'hôpital Ste-Justine de Montréal. Les lignées cellulaires 
lymphoblastoïdes B humaines BUl, dérivées d'un lymphôme de Burkitt, ont été 
préalablement infectées avec deux souches d'EBV: soit avec le virus transformant 
B95.8 (BU1/B95.8) codant pour les deux antigènes nucléaires EBNA-1 (73 kD) et 
EBNA-2 (88 kD) .associés à EBV, soit avec le virus atypique P3HR-1 (délétion 
BamHl de la région codante pour EBNA-2; BU1/P3HR-1) codant uniquement 
pour EBNA-1. Les cellules BUl non infectées sont utilisées comme lignée 
cellulaire témoin (EBV-). Les cellules ont été mises en culture dans du milieu 
RPMI 1640 contenant 10% de sérum de veau foetal, tel que décrit ci-haut. Les 
extraits cellulaires ont été obtenus par la méthode de lyse totale des cellules (Sculley 
et al., 1985). Brièvement, après deux lavages consécutifs dans du PBS, pH 7.4, 
froid, le culot d'environ 1 x 107cellules a été resuspendu (1:1) dans un tampon de 
lyse 2X contenant 6% SDS, 2 mM 2-mercaptoéthanol, 140 mM Tris-HCl pH 7.0, 
2% glycérol et 0.07% bromophénol bleu. Les échantillons ont ensuite été soniqués 
(sonicateur modèle 300, Ficher Scientific) pendant 30 secondes, bouillis pendant 2 
minutes et microcentrifugés 5 minutes à 15000 xg. Les surnageants ont été 
conservés à -20°c jusqu'à l'analyse en immunobuvardage (150 µg ou 106 cellules 
par puits). 
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2.5.6 Protéines de stress (HSPs). Les HSPs ont été induites à partir de cellules 
HeLa en culture par la méthode de choc thermique (De Benedetti et Baglioni, 1986). 
Sommairement, les cellules HeLa ont été mises en culture tel que décrit ci-haut. 
L'induction des HSPs a été effectuée en resuspendant les cellules dans du milieu de 
culture pré-équilibré à 42.50C (5 x 105 cellules/ml) et en poursuivant l'incubation 
pour un total de 2 heures à cette même température. Des échantillons ont été 
prélevés aux temps 0, 60 et 120 minutes afin d'évaluer le niveau d'induction. Les 
lysats totaux de cellules, avant et après traitement, ont été obtenus en resuspendant le 
culot cellulaire dans 2 volumes de tampon hypotonique contenant 20 mM KCl, 1.5 
mM Mg(OAc)z, 1 mM dtt, 20 mM HEPES pH 7.4 et 0.5% Triton X-100. Après 
centrifugation à 13000 xg durant 15 minutes à 4oc, les sumageants ont été conservés 
à -2ooc et analysés en immunobuvardage (l'équivalent de 106 cellules/puits). 
De plus, des échan~illons de HSPs humains et mycobactériens ont été utilisés comme 
sources antigéniques de référence. La protéine de stress recombinante humaine de 
60 kD (HSPr 60kD) purifiée a été gracieusement fournie par le Dr. R.S Gupta 
(McMaster University, ON). Cette protéine de fusion (PlA) a été purifiée par 
électroélution à partir d'un gel SOS-PAGE, puis lyophilisée. Deux protéines de 
stress mycobactériennes recombinantes ont été fournies par le Dr. JDA van Embden 
du CDC/UNDP!World Bank/WHO Special Programme sous forme de lyophilisats: 
HSP 70 kD et HSP 65 kD isolées à partir de Mycobacterium tuberculosis et 
Mycobacterium bovis respectivement. Ces échantillons ont été utilisés en 
immunobuvardage à une concentration d'environ 100 µg/puits. 
2.6 PURIFICATION PAR CHROMATOGRAPIDE D'ÉCHANGE D'IONS 
Dû à la présence de l'antigène Sa dans tous les placentas de même qu'à la facilité 
d'obtenir le tissu, l'EPH semi-purifié sur DEAE cellulose (fraction 300 mM NaCl; 
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voir ci-haut) a été purifié ultérieurement par chromatographie préparative haute 
performance (HPLC) en gradient de sel (Lee, 1990; Rounds et al., 1986). La 
séparation s'est effectuée à l'aide du système de purification modèle 650E et d'une 
colonne AP-2 (20 mm x 100 mm) contenant une résine d'échange d'anions haute 
résolution DEAE-15HR (Waters/Millipore, Milford, MA, USA). À cet effet, 
environ 250 mg de protéines de l'EPH-300 mM NaCl ont été dilués dans 50 mM 
Tris-HCl, pH 7.4 afin d'obtenir une concentration finale de 120 mM NaCl, puis 
filtrés sur membrane de 0.45 µm avant la chromatographie. L'échantillon a par la 
suite été chargé, avec un débit de 2 ml/minute, sur la colonne de DEAE-15HR pré-
équilibrée dans 50 mM Tris-HCl, pH 7.4, 120 mM NaCl (tampon de séparation). 
Après 10 volumes de lavages avec le tampon de séparation, les protéines ont été 
éluées avec un gradient de 120 à 300 mM NaCl dans 50 mM Tris-HCl, pH 7.4, 
échelonné sur un temps de 120 minutes. L'élution des protéines a été suivie à 280 
nm (sensibilité de _0.5) avec un détecteur U.V. Waters 441 (Millopore, Milford, MA, 
USA) et des fractions de 2 ml ont été recueillies à l'aide d'un collecteur de fractions 
FRAC-100 (Pharmacia, Uppsala, Suède). Le profil de séparation en gradient a été 
tracé à l'aide d'une imprimante (Millipore, Milford, MA, USA) réglée à 0.25 
cm/minute. Les protéines des différentes fractions ont été soit analysées par la 
technique immunoenzymatique (ELISA), soit précipitées avec 30% d'acide 
trichoroacétique, lavées à l'acétone et séchées afin d'être analysées en 
immunobuvardage. Les fractions riches en antigène Sa, sous forme de protéines 
natives, ont également été utilisées comme sources antigéniques en immunodiffusion 
de même que pour des protocoles d'absorptions de sérums (décrit ci-dessous). 
2.7 TECHNIQUE IMMUNOENZYMATIQUE - ELISA. 
Le profil chromatographique de la purification de l'EPH par HPLC préparative a été 
subséquemment analysé par ELISA (Kemeny, 1992; Stuart et Dixon, 1983; Voller et 
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al., 1980). Cent cinquante (150) µl de chacune des fractions purifiées ont été 
déposés dans les puits d'une plaque à 96 puits à fond plat en PVC (Costar, 
Cambridge, MA, USA) et fixés pour la nuit à 4oc. La plaque a ensuite été saturée 
pendant 1 heure à 37oc avec du PBS contenant 1 % d'albumine bovine sérique (BSA; 
Sigma, St-Louis, MO, USA) et 3% de gélatine de poisson (Norland, New 
Brunswich, NJ, USA). Après 4 lavages dans du PBS, pH 7.4, 0.05% BSA, 0.1 % 
gélatine de poisson, 0.05% Tween 20 (solution de lavage), les sérums rhumatoïdes 
anti-Sa positifs dilués dans la solution de lavage ont été incubés pendant 1 heure à 
25oc. Des sérums provenants d'individus normaux ont été utilisés comme témoins. 
Après 4 lavages entre chacune des étapes, les puits ont été incubés pendant 1 heure 
avec un antisérum de chèvre anti-IgG (Fe) humain biotinylé et pendant 30 minutes 
avec de la streptavidine couplée à la peroxydase (Jackson lmmunoresearch, West 
Grove, PA, USA), tous deux dilués 1/2000 dans le tampon de lavage. Après ces 
incubations, la pl~que a été lavée à 6 reprises dans le tampon de lavage et les 
anticorps spécifiquement liés ont été révélés par l'ajout de tampon 0.3M acide 
citrique, 0.05M phosphate, pH 4.6, contenant 0.02% Hz02 et 1 mg/ml 
d'orthophénylènediamine (OPD; Sigma, St-Louis, MO, USA). Une fois la 
coloration apparente, la réaction a été arrêtée par l'addition de HzS04 4.0 N et la 
plaque a finalement été interprétée à 450 nm avec un spectrophotomètre MCC/340 
(Titertek Multiskan, Flow Laboratories, McLean, V A, USA). Des puits témoins ont 
été effectués avec l'anticorps ou l'antigène seul en présence de l'ensemble des 
réactifs, tandis que le blanc a été obtenu à l'aide de l'ensemble des réactifs, en 
absence de la source antigénique de même que de l'anticorps. 
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2.8 CLONAGE DE LA PROTÉINE DISULFURE ISOMÉRASE (PDI) PAR 
LA RÉACTION EN CHAÎNE DE POLYMERASE (PCR) 
Des oligonucléotides (25 bases) complémentaires aux deux extrémités de la 
séquence de la PDI (Pihlajaniemi et al, 1987), 5'-CGGGATCCGGCITIGCGTATI 
ACAG-3' et 5'-AAGGATCCGACATGCTGCGCCGCGC-3' possédant chacun un 
site BamHI, ont été utilisés en PCR afin d'amplifier l'ADNc à partir d'un plasmide 
bactérien (pcD/PDI) contenant la pleine longueur du fragment codant pour la 
protéine (p5A5; ATCC, Rockville, MY, USA) (Sambrook et al., 1989). La réaction 
de PCR contenant les oligonucléotides, le plasmide de même que la Taq polymérase 
(Pharmacia, Uppsala, Suède) a été soumise à 30 cycles de dénaturation à la chaleur 
(94oc, 1 minute), de réassociation (550C, 2 minutes) et d'extension (72oc, 3 
minutes). Le produit d'environ 1500 paires de bases obtenu a été ultérieurement 
digéré par BamHI, isolé par électrophorèse sur gel d'agarose 1 % (Southern, 1979; 
Ausubel et al., 1992) et purifié à l'aide du système Geneclean (BioCan/Bio 101, La 
Jolla, CA, USA). Ce fragment d'ADNc correspondant à la PDI a par la suite été 
sous-cloné au site BamHI du vecteur pUC19 afin d'être postérieurement séquencé 
(voir séquençage de l'ADN) et sous-cloné dans un vecteur du système d'expression 
pGEX (voir expression et purification de protéines de fusion et recombinantes). 
2.9 CRIBLAGE D'UNE BIBLIOTHÈQUE D'ADNc AVEC DES SÉRUMS DE 
PATIENTS RHUMATOÏDES. 
Une bibliothèque d'expression de placenta humain dans le phage Â.gtll contenant 2.4 
x 106 clones amorcés en oligo(dt) (Clontech, Palo Alto, CA, USA) a été criblée à 
l'aide d'autoanticorps de patients atteints de PR (Figure 3) (Prchal et al., 1987; 
Young et Davis, 1983). Brièvement, des bactéries E. coli Y1090r- (Clontech, Palo 
Alto, CA, USA) ont été mises en culture pendant 16 heures à 37oc dans du milieu 
Luria-Bertani (LB; 1 % tryptone, 0.5% extrait de levure, 0.5% NaCl, autoclavé) 
49 
contenant 10 mM MgS04, 0.2% maltose et 100 µg/ml d1ampicilline. Les Y1090c 
ont été infectées en incubant 2 ml de bactéries avec 4 x 105 phages pendant 20 
minutes à 37°C, et ceci pour chaque boîte de Pétri de 245 x 245 mm 
(Nunc/Gibco/BRL, Burlington, ON) utilisée. Chaque infection a par la suite été 
ajoutée à 50 ml d'agar de surface contenant 0.7% d'agarose dans du milieu LB et 
déposée à la surface d'un Pétri possédant environ 250 ml d'agar de fond (1.5% agar 
dans du milieu LB) avec 100 µglml d1ampicilline. Ils ont ensuite été incubés pour 
une période de 3-4 heures jusqu'à l'apparition de plages de lyse. Les Pétris ont 
ensuite été recouverts d'une membrane de nitrocellulose (Hybound, Amersham, 
Arlington Heights, IL) préalablement saturée dans 10 mM d'isopropyl-beta-D-
thiogalactopyranoside (IPTG; Promega, Madison, WI, USA) et incubés pour 4 
heures à 37°C afin d'induire d'expression de protéines fusionnées à la 13-
galactosidase. Deux membranes de nitrocellulose ont été utilisées pour chaque Pétri 
afin de s'assurer d.e la positivité d'un clone. Les membranes ont par la suite été 
lavées dans 50 mM Tris-HCI, pH 7.9, 150 mM NaCl, 0.05% Tween 20 (TBS-1) et 
bloquées la nuit à 4°C dans du TBS-T contenant 5% de gélatine de poisson 
(Norland, New Brunswich, NJ, USA). Après un lavage dans le TBS-T, les 
membranes ont été incubées pour 1 heure à 25°C avec un pool de trois sérums 
rhumatoïdes absorbés avec Y1090c (voir sérums de patients ci-haut) et dilué 1/200 
dans le TBS-T. Après 3 lavages dans 100 mM Tris-HCl, pH 7.5, 150 mM NaCl, 
0.05% Triton X-100 (tampon A), les anticorps liés à la membrane ont été détectés à 
l'aide d'un antisérum de chèvre anti-IgG humain couplé à la phosphatase alcaline 
(Jackson Immunoresearch, West Grove, PA, USA) dilué 1/2000 dans le tampon A. 
Les membranes ont été lavées abondamment dans le tampon A, puis équilibrées dans 
100 mM Tris-HCl, pH 9.5, 100 mM NaCl, 50 mM MgCl2 et finalement révélées 
avec le substrat BCIP/NBT (Promega, Madison, WI, USA). La réaction a été 
arrêtée dans de l'H20 contenant quelques gouttes d'acide acétique glacial. 
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Incubation avec la streptavidine C) Phosphatase alcaline 
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(43.7) ~ le substrat : BCIP/NBT 
Figure 3: Représentation schématique de la méthode de criblage d'une 
bibliothèque d 'expression d'ADNc. Les clones d'ADNc insérés au site EcoRI du 
vecteur À.gtl 1 (à gauche) sont mis en plaque avec des bactéries E. coli Y1090r - (à 
droite) . Une fois les plages de lyse obtenues, l'induction de protéines de fusion (Lac 
VADNc) est effectuée en étalant une membrane de nitrocellulose saturée d'IPTG 10 
mM à la surface du Pétri. Les protéines de fusion liées à la membrane de 
nitrocellulose sont détectées à l'aide d'un mélange de sérum de patients (anticorps 
primaire), puis par la technique avidine-biotine. Les anticorps spécifiquement liés 
aux protéines de fusion sont finalement détectés avec une méthode colorimétrique 
utilisant le BCIP/NBT comme substrat pour la phosphatase alcaline. 
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Les clones de bactériophages correspondant aux plages de lyse détectées par les 
anticorps ont été resuspendus dans 50 mM Tris, pH 7.5, 100 mM NaCl, 15 mM 
MgS04, 0.1 % gélatine (SM) et purifiés sur Pétri de 100 x 15 mm (Baxter, 
Mississauga, ON) par dilutions limites. Afin d'écarter la possibilité de détecter des 
faux positifs, les phages positifs ont été mélangés (1:1) avec le phage Â.gtll de 
l'ovalbumine de poulet comme témoin (Clontech, Palo Alto, CA, USA). Ces 
mélanges, de même que les phages positifs purs, ont été recriblés sur nitrocellulose 
avec le pool de sérums et des sérums rhumatoïdes individuels. Des sérums 
d'individus normaux de même qu'un anticorps polyclonal de lapin anti-ovalbumine 
de poulet ont été utilisés comme témoins. 
Les clones de bactériophages Â.gtll positifs ont par la suite été amplifiés par la 
technique de lyse sur Pétri avec les E. coti Y1090c (Sambrook et al., 1989). 
L'ADN phagique ~ été isolé en utilisant le système de purification de lambda sur 
colonne Tip-100 (QIAGEN, Chastworth, CA, USA). Après digestion par EcoRl et 
séparation par électrophorèse en gel d'agarose 1 % (Southern, 1979; Ausubel et al., 
1992), les fragments d'ADNc ont été isolés à partir du gel et purifiés à l'aide du 
système Geneclean (BioCan/Bio 101, La Jolla, CA, USA). Ces fragments ont été 
sous-clonés dans un premier temps dans le vecteur pUC19 afin d'être séquencés 
(voir séquençage de l'ADN) et dans un second temps dans un vecteur du système 
d'expression pGEX (voir expression et purification de protéines de fusion et 
recombinantes). 
2.10 SÉQUENÇAGE DE L'ADN 
Les fragments ont ensuite été sous-clonés à l'aide de la T4 ADN ligase (Ausubel et 
al., 1992), dans le vecteur pUC19 (New England Biolabs, Beverly, MA, USA) 
prédigéré par BamHI (pour la PDI) ou par EcoRl (pour la calpastatine) et 
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déphosphorylé à l'aide de la phosphatase alcaline (Pharmacia, Uppsala, Suède). Les 
bactéries compétentes E. coli JM109 (New England Biolabs, Beverly, MA, USA) 
ont été transformées en les incubant avec les produits de ligation pendant 10 minutes 
sur glace, puis 5 minutes à 37oc et en les étalant sur Pétri contenant de l'agar de 
fond et 100 µglml d'ampicilline. L'ADN plasmidique des bactéries transformées a 
été isolé par minipreps selon la technique de lyse alcaline (Birnboim, 1983). 
L'efficacité des ligations a été confirmée par la digestion des plasmides avec 
l'enzyme de restriction respectif. Le séquençage des fragments d'ADNc a été réalisé 
à l'aide d'un séquenceur automatique A.L.F.™ (Pharmacia, Uppsala, Suède) selon la 
technique didéoxy (Sanger et al, 1977) en utilisant des amorces d'oligonucléotides 
fluorescents (Parmacia, Uppsala, Suède) (Centre de recherche Louis-Charles 
Simard, Institut du Cancer de Montréal, Hôpital Notre-Dame). Les séquences 
nucléotidiques ont été analysées avec les banques de données GeneBank/EMBL 
(NCBl/BLAST ne_twork service). 
2.11 EXPRESSION ET PURIFICATION DE PROTÉINES DE FUSION ET 
RECOMBINANTES. 
Les fragments d'ADNc (PDI ou calpastatine) isolés à partir du vecteur pUC19 ont 
été sous-clonés, soit dans le vecteur pGEX-4T-1, soit dans le vecteur pGEX-KG 
(Pharmacia, Uppsala, Suède). Le système pGEX a été mis au point afin de 
permettre l'induction et la purification par affinité de protéines recombinantes 
fusionnées en C-terminal à la GST (27 kD) comme protéine porteuse et d'un site de 
clivage par la thrombine localisée entre la protéine recombinante et la GST. Ces 
protéines de fusion purifiées peuvent donc être utilisées directement ou libérées de la 
GST par clivage à l'aide de la thrombine (Smith et Johnson, 1988; Abath et Simpson, 
1991). Brièvement, le pGEX-4T-1 a été utilisé pour le sous-clonage de l'ADNc de 
la calpastatine et le pGEX-KG pour celui de la PDI. Ces deux vecteurs ont été 
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digérés par EcoRI et BamHI respectivement, puis déphosphorylés par la phosphatase 
alcaline et assemblés à l'aide de la T4 ligase avec leur fragment d'ADNc respectif. 
Ces constructions ont ensuite été transfectées dans les bactéries compétentes PR745 
Ion- (New England Biolabs, Beverly, MA, USA) et la taille de même que 
l'orientation de l'insert d'ADNc ont été confirmées par digestion à l'aide d'enzymes 
de restriction spécifiques. Les transformants parentaux (vecteur seul) et 
recombinants (vecteur + insert) ont été mis en culture à 37°C dans du milieu TY 
(1.6% tryptone, 1 % extrait de levure, 0.5% NaCl) contenant 100 µglml d'ampicilline, 
jusqu'à ce que la densité optique (D.0.)595 atteigne entre 0.5 et 1.0. Un échantillon 
témoin de 1 ml de culture a été prélevé avant l'induction de l'expression de protéines 
de fusion (transformants non-induits). Le reste de la culture a été induit pendant 2 
heures avec 1 mM d'IPTG et les bactéries ont ensuite été centrifugées à 7700 xg 
durant 10 minutes à 4°C. Après avoir resuspendu le culot dans du PBS contenant 1 
mM PMSF et 1 % 'I:'riton X-100 (50 µl/ml de culture), les bactéries ont été lysées par 
sonication avec 3 impulsions de 15 secondes chacune. Le sonicat bactérien a été 
centrifugé à 12000 xg pour 10 minutes à 4oc et le surnageant déposé sur une 
colonne de Glutathione Sépharose 4B (Pharmacia, Uppsala, Suède; 0.5 ml/litre de 
culture) pré-équilibrée avec le PBS-1% Triton X-100. Après un lavage avec 10 
volumes de colonne de PBS, les protéines de fusion ont été éluées par l'ajout de PBS 
contenant 10 mM Glutathione (1 ml/ml de gel). Finalement, les protéines 
recombinantes ont été obtenues par le clivage de la GST directement sur la colonne, 
en incubant 10 Unités de clivage de thrombine (Sigma, St-Louis, MO, USA; 1 unité 
de clivage = 0.2 unités NIH) pour chaque mg de protéines de fusion, pendant 3 
heures à 25oc. 
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2.12 ABSORPTIONS DE SÉRUMS 
Un protocole d'absorption a été élaboré afin de vérifier la spécificité de la réaction 
des anticorps contre certains antigènes analysés dans cette étude. Les sources 
antigéniques utilisées pour ces absorptions comprennent 1) l'extrait de placenta 
humain semi-purifié et purifié par chromatographie d'échange d'ions, 2) les extraits 
de lignées cellulaires infectées ou non par EBV, 3) les différentes HSPs, 4) la 
vimentine bovine (Sigma, St-Louis, MO, USA), et 5) les protéines de fusion et 
recombinantes purifiées. Les concentrations d'antigènes employées afin d'éliminer 
le maximum de réactivité sont décrites dans les légendes des figures. Ces 
absorptions ont été accomplies en utilisant des sérums à des dilutions appropriées 
afin d'éviter un excès d'anticorps. La concentration d'anticorps utilisée constitue une 
des variables les plus importantes à considérer afin d'éliminer de façon efficace la 
réactivité croisée du sérum étudié. Pour ce faire, les sérums ont été préalablement 
titrés en immunobµvardage avec des concentrations constantes d'antigène ( e.g. EPH, 
protéines recombinantes, etc) dans le but de déterminer la dilution maximale donnant 
un signal significatif de liaison entre l'anticorps et l'antigène. Une fois le titre des 
anticorps déterminés, les sérums et les témoins dilués ont été incubés avec des 
concentrations croissantes (entre 1 et 20 mg de protéines purifiées et entre 50 µg et 1 
mg de protéines recombinantes) de source antigénique afin d'éliminer le maximum 
de réactivité croisée. L'absorption des sérums s'est effectuée à 37oc pendant une 
heure et à 4oc pour la nuit sous agitation, en absence de tout inhibiteurs de protéases 
et de détergeants. Après centrifugation à 7000 xg pour 10 minutes, les sumageants 
ont été récupérés et conservés à -2ooc jusqu'à utilisation en immunobuvardage. 
Des sérums normaux et des anticorps dirigés spécifiquement contre les antigènes 
étudiés (e.g. anti-vimentine, anti-HSP, anti-EBNA) ont été utilisés comme source 
d'anticorps témoins. Ces sérums témoins ont été traités selon les mêmes conditions 
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d'absorptions. De plus, des sérums non absorbés aux mêmes dilutions ont été utilisés 
comme une autre source de témoins. 
2.13 ÉLECTROPHORÈSE SUR GEL DE POLYACRYLAMIDE (SDS-PAGE) 
Les différentes sources antigéniques décrites ci-haut ont été séparées par 
électrophorèse en conditions réductrice et dénaturante SDS-PAGE (I..aemli, 1970) 
en utilisant comme gel séparateur deux concentrations d'acrylamide distinctes. Pour 
certains échantillons, les protéines ont été séparées sur gel discontinu contenant 15% 
d'acrylamide, pH 8.8 (ratio acrylamide/bisacrylamide: 36.5/1), tandis que d'autres 
ont été séparées selon les mêmes conditions dans un gel contenant 10% 
d'acrylamide, pH 8.8 (ratio acrylamide/bisacrylamide: 37.5/1). Dans les deux cas, le 
gel concentrateur utilisé était de 4% d'acrylamide, pH 6.8. Les échantillons de 
protéines ont été dénaturés dans le tampon d'échantillon (2X) composé de 2% SDS, 
10% glycérol, 62.5 mM Tris-HCI, pH 6.8 et 5% 2-mercaptoéthanol. Ces 
échantillons ont ensuite été bouillis durant 3 minutes dans un bain-marie, puis 
déposés au fond du puits respectif. L'électrophorèse a été effectuée à 150 Volts 
durant 1 heure à la température de la pièce, à l'aide du Mini Protean II system (Bio 
Rad I..aboratories, Richmond, CA, USA), dans un tampon d'électrophorèse contenant 
1 % SDS, 25 mM Tris et 0.25 M glycine. Le Rainbow High Molecular Weight 
Markers (Amersham, Arlington Heights, IL, USA), le Prestained et le Biotinylated 
SDS-PAGE Low Range Standards (Bio Rad I..aboratories, Richmond, CA, USA) ont 
été employés comme marqueurs de poids moléculaire. De plus, l'immunoglobuline 
G normale humaine (IgG) purifiée par affinité (Goding, 1976) sur colonne de 
Sépharose 6MB couplée à la Protéine A (Pharmacia, Uppsala, Suède), a été 
employée d'une part comme source antigénique en immunobuvardage, et d'autre part 
comme marqueur de poids moléculaire. 
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2.13.1 Coloration des protéines dans les gels de polyacrylamide. Dans le cas où 
les échantillons n'ont pas été transférés pour détection ultérieure en 
immunobuvardage, l'analyse des protéines du gel a été effectuée en utilisant les 
méthodes de coloration au bleu de Coomassie ou au nitrate d'argent. Pour la 
coloration au bleu de Coomassie (Towbin et al., 1979), les gels ont été incubés dans 
une solution de coloration (0.05 % Bleu de Coomassie, 50% méthanol, 10% acide 
acétique glacial) pour une période de 4-16 heures, puis lavés avec une solution de 
décoloration (50% méthanol, 10% acide acétique glacial) jusqu'à ce que l'intensité 
des bandes polypeptidiques soit convenable. Dans le cas de la coloration au nitrate 
d'argent, le gel a été fixé toute la nuit dans une solution contenant 30% d'éthanol et 
10% d'acide acétique glacial. Il a ensuite été lavé avec 2 changements d'éthanol 
30% et 3 changements d'H20 bidistillée-déionisée, puis incubé pendant 30 minutes, 
sous agitation, dans une solution 1 % AgN03. Le gel a par la suite été lavé 
abondamment aveç de l'H20 bidistillée-déionisée et révélé dans une solution de 
2.5% carbonate de sodium, 0.02% formaldéhyde, jusqu'à ce que le contraste voulu 
des bandes soit atteint. La réaction a été arrêtée avec une solution 1 % acide acétique 
glacial. Les gels colorés au bleu de Coomassie ou au nitrate d'argent ont finalement 
été équilibrés dans du glycérol 10% et séchés sous vide à l'aide d'un séchoir de gel 
modèle 583 (Bio Rad Laboratories, Richmond, CA, USA). 
2.14 IMMUNOBUV ARDAGE 
Les protéines séparées par électrophorèse en gel de polyacrylamide ont été électro-
transférées à 100 Volts pour 1 heure sur membranes de nitrocellulose (Hybond, 
Amersham, Arlington Heights, IL, USA) dans un tampon de transfert contenant 25 
mM Tris, 0.2 M glycine, pH 8.3 et 20% méthanol (Towbin et al., 1979, 1984). Les 
résultats présentés ici ont été obtenus en utilisant deux systèmes de détection 
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distincts, soit une technique colorimétrique (Gershoni et Palade, 1983), soit une 
technique de chemiluminescence (Bradd et al., 1993). 
2.14.1 lmmunodétection par méthode colorimétrique. Après électro-transfert, les 
membranes ont été bloquées pendant 4-16 heures à 4oc dans une solution contenant 
10 mM Tris-HCl, pH 7.4, 150 mM NaCl (TBS) et 3% de gélatine de poisson 
(Norland, New Brunswich, NI, USA). Les membranes de nitrocellulose ont ensuite 
été incubées pendant 1 heure avec le/les sérums ou anticorps respectifs dilués dans 
150 mM Tris-HCl, pH 7.4, 0.1 % Tween 20, 1 % gélatine de poisson (Tampon A). 
Un appareil Miniblotter II (Immunetics, Cambridge, MA, USA), permettant 
d'analyser simultanément sur une même membrane plus de 25 échantillons sériques, 
a été utilisé lorsque différents sérums étaient analysés. Après 3 lavages dans le 
tampon A, les membranes de nitrocellulose ont été incubées 1 heure avec des 
anticorps de chèvr~ anti-lgG humains (Fe) biotinylés (ou dans certaines expériences 
anti-IgM et anti-sous classes d'IgGl,2,3,4) dilués 1/2000 dans le tampon A. Les 
membranes ont par la suite été incubées 30 minutes avec de la streptavidine couplée 
à la peroxydase (Jackson Immunoresearch, West Grove, PA, USA) diluée 1/2000 
dans le tampon A. Les membranes ont ensuite été lavées dans un tampon 10 mM 
Tris-HCl, pH 7.4, 1 M NaCl, 0.1 % 1\veen 20 et finalement équilibrées dans du 
TBS. Les bandes polypeptidiques spécifiques ont été révélées dans une solution de 
10% méthanol, 0.015% H102 avec 0.06% de 4-chloro-1-naphtol (Sigma, St-
Louis, MO, USA) comme substrat. 
Le criblage des sérums de patients rhumatoïdes et des témoins a été effectué en 
utilisant cette technique de détection avec des extraits de placenta humain. Ces 
échantillons sériques en duplicata ont été analysés à l'aveugle et la faible réactivité 
de certains sérums a été considérée comme un résultat négatif. Enfin, dans le but de 
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vérifier la reproductibilité des résultats du criblage, des sérums aléatoires ont été 
analysés avec des préparation antigéniques de placentas différents. 
2.14.2 Immunodétection par chemüuminescence. Après le transfert des protéines 
sur nitrocellulose, les membranes ont été bloquées pendant 4-16 heures à 4oc dans 
du PBS contenant 5% de lait en poudre, pH 7.4. Le reste des manipulations a été 
effectué à zsoc. Les membranes ont été incubées pour 1 heure avec le/les sérums 
dilués dans le PBS-5% lait. Dans le cas où plusieurs sérums ou anticorps différents 
ont été incubés avec la même membrane, l'appareil Miniblotter ll tel que décrit ci-
haut a été employé. Après 3 lavages dans du PBS-0.5% lait, pH 7.4, les anticorps 
liés à la membrane ont été détectés à l'aide de la protéine A couplée à la peroxydase 
(ICN, Costa Mesa, CA, USA) diluée dans le PBS-0.5% lait. À la suite de lavages 
abondants dans du PBS, les bandes polypeptidiques spécifiques ont été révélées à 
l'aide du système _de détection ECL (Amersham, Arlington Heights, IL, USA) en 
exposant un film XAR-5 (Kodak) entre 30 secondes et 5 minutes selon l'intensité 
voulue. 
2.15 ANALYSE D'IMAGE 
Les résultats obtenus, en immunobuvardage par chemiluminescence, de la réactivité 
anti-Sa avec ou sans absorption avec les protéines de fusion de même que 
recombinantes, ont pu être analysés et quantifiés à l'aide du système informatisé de 
traitement d'image Mocha (Image Analysis Software, Jande Scientific) équipé d'une 
caméra vidéo modèle TK.-1070U (NC) et d'un réflecteur VariQuest 100 (Fotodyne 
Inc.). 
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2.16 MICROSÉQUENÇAGE DES PROTÉINES 
Après la purification de l'autoantigène Sa du placenta par HPLC (voir 
chromatographie d'échange d'ions), l'identification de la portion N-terminale des 
protéines a été effectuée par microséquençage en utilisant la méthode de cycle de 
dégradation d'Edman (Matsudaira, 1987, 1990). Brièvement, les fractions purifiées 
de la protéine immunoréactive ont été soumises à l'électrophorèse SDS-PAGE -
10% d'acrylamide (méthode décrite ci-haut), en utilisant cette fois-çi un grand gel 
de 20 cm de haut, à l'aide du système d'électrophorèse Protean II (Bio-Rad 
laboratories, CA, USA). Les protéines ont par la suite été électrotransférées, selon 
les conditions d'immunobuvardage (décrites ci-haut), sur membrane de difluorure de 
polyvinylidène (PVDF, immobilon-P; Millipore, Bedford, MA, USA) préalablement 
rincée 1 minute dans 100% méthanol, 5 minutes dans l'H20 bidistillée et équilibrée 
dans le tampon de transfert. Les protéines électro-transférées sur membrane de 
PVDF ont été directement colorées au bleu de Coomassie ou immuno-localisées à 
l'aide d'échantillons déposés dans les puits voisins. Les bandes polypeptidiques 
d'intérêt ont été excisées à l'aide d'une lame de rasoir, lavées dans de l'H20 
bidistillée stérile, séchées et conservées à -2ooc. 
Le microséquençage des bandes polypeptidiques associées à l'autoantigène Sa et 
transférées sur membrane de PVDF a été effectué au laboratoire I.A. De Sève de 
neuroendocrinologie moléculaire de l'Institut de Recherche Clinique de Montréal 
(Chapdelaine et al., 1993; Lazure et al., 1989). Sommairement, les bandes de PVDF 
ont été centrées sur un scellant en Teflon et placées dans la cartouche du séquenceur. 
Les protéines ont été séquencées (10-20 cycles, avec un rendement de 10-40 pmol.) 
à l'aide du séquenceur en phase gazeuse modèle 470A couplé directement à un 
analyseur de dérivés phénylthiohydantion (PTH) modèle 120A (Applied 
Biosystems). La composition en acides aminés a été déterminée avec un analyseur 
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d'acides aminés Beckman (Beckman Instruments Inc., Fullerton, CA, USA). 
Finalement, la séquence des résidus en N-terminal de chacune des bandes 
polypeptidiques a été comparée dans des banques de données (Swissprot, NBRF et 
Genebank). 
2.17 PURIFICATION DES ANTICORPS PAR AFFINITÉ. 
Les anticorps dirigés contre deux antigènes spécifiques (Sa et Ta) ont été obtenus en 
utilisant une technique d'élution acide sur membrane de nitrocellulose (Kaufmann et 
al., 1987; Smith et al., 1984; Olmsted, 1981). Sommairement, les protéines des 
extraits de rate et de placenta humains ont été séparées par SDS-PAGE et 
transférées sur membrane de nitrocellulose tel que décrit précédemment. Les bandes 
polypeptidiques spécifiques ont été localisées par la détection en immunobuvardage 
à l'aide des extrémités de la membrane. Une fois localisée, la zone spécifique du 
nitrocellulose a ét~ coupée en morceaux qui ont été déposés dans un microtube de 
1.5 ml. Après saturation dans 10 mM Tris-HCI, pH 7.4, 150 mM NaCl, 5% lait en 
poudre (TSM), les morceaux retenant la protéine d'intérêt ont été incubés de 4-16 
heures à 4°C avec un sérum sélectionné et dilué dans du TSM. Après des lavages 
abondants dans 10 mM Tris-HCI, pH 7.4, 1 M NaCl, 0.1 % Tween 20, les anticorps 
spécifiques ont été élués avec un tampon d'élution contenant 100 mM glycine-HCl, 
pH 2.5, 0.1 % Tween 20 (200 µl/membrane) pendant 10 minutes. Les éluats 
récupérés ont été neutralisés avec 1 M Tris-HCl, pH 8.0, 10% lait en poudre (1/10 
du volume d'éluat). Les anticorps purifiés ont été immédiatement employés ou 
conservés à -2ooc jusqu'à utilisation. 
2.18 TRAITEMENTS ENZYMATIQUES 
Afin d'analyser la nature biochimique de l'autoantigène Sa, l'extrait de rate humaine 
a été digéré avec des enzymes clivant les acides nucléiques, les protéines et l'acide 
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sialique (Moore, 1981; Hassfeld et al., 1989; Daniel et al., 1987). Brièvement, 
l'extrait de rate, à une concentration de 10 mg/ml, a été incubé pendant 30 minutes à 
37oc avec 100 µglml de RNase A (Calbiochem, San Diego, CA, USA) ou avec 400 
µg/ml de DNase 1 (Pharmacia, Uppsala, Suède), toutes deux dans 20 mM Tris-HCl, 
pH 7.5, 1 mM MgCl2 ou avec 100 µg/ml de protéinase K (Sigma, St-Louis, MO, 
USA) dans 20 mM Tris-HCl, pH 7.4, 50 mM NaCl, 10 mM EDTA, 0.2% SDS. La 
désialylation enzymatique a été effectuée en traitant l'extrait de rate pendant 2 heures 
à 25°C avec 2 U/ml de neuraminidase purifiée à partir de Vibrio cholerae (Sigma, 
St-Louis, MO, USA) dans 100 mM de citrate de sodium, pH 6.0. Des échantillons 
témoins ont été incubés dans les même conditions, sans ajout d'enzyme. Les 
échantillons traités ou non avec ces divers enzymes ont été dénaturés dans le tampon 
d'électrophorèse 2X (1:1 v/v), puis analysés en SDS-PAGE et immunobuvardage. 
2.19 IMMUNOFLUORESCENCE 
Un test standard d'immunofluorescence indirecte (IFI) a été employé tout au long de 
l'étude en utilisant comme second anticorps des anti-lgG ou des anti-lgM couplés à 
l'isothiocyanate de fluorescéine (FITC) (Sanofi-Pasteur, Chaska, MN, USA; 
Hoechst-Behring, Marburg, Allemagne). Sommairement, les sérums dilués entre 
1/5 et 1/100 dans le PBS ont été analysés sur plusieurs substrats. Ceux-ci incluent 
des préparations commerciales de cellules HEp-2 (Sanofi-Pasteur and Immuno 
Concept lnc., Sacramento, CA, USA), et des sections de rein, de foie et d'estomac de 
souris (Sanofi-Pasteur). Des cellules de la muqueuse buccale humaine ont été 
préparées à partir de donneurs sains exprimant l'antigène reconnu par les anticorps 
associés au FAP (Westgeest et al., 1989). De plus, des leucocytes humains obtenus 
à partir du sang périphérique ont été isolés par une méthode de sédimentation par 
gravitation dans du dextran suivie d'une centrifugation sur un gradient de Ficoll-
Hypaque. La technique d'IFI a également été testée sur des coupes au cryostat 
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(5µm) non fixées de placenta et de rate humaines, en utilisant des sérums anti-Sa 
positifs de même que des sérums témoins. Les anticorps liés spécifiquement au 
substrat ont été détectés avec un antisérum de lapin anti-IgG humain-FITC. 
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RÉSULTATS 
3.1 Identification de l'autoantigène Sa par immunobuvardage en utilisant des 
sérums de patients atteints de PR. La méthode utilisée afin d'obtenir l'ERH a été 
initialement mise au point pour identifier en immunobuvardage les autoanticorps 
anti-SS-A(Ro) et anti-SS-B(La) dans les sérums de patients atteints de maladies 
rhumatismales diverses (Boire et al., 1991). En utilisant 11ERH élué entre 200 et 250 
mM NaCl sur DEAE en immunobuvardage, les sérums de patients reconnaissent des 
bandes polypeptidiques spécifiques (Figure 4). Les patients anti-SS-A(Ro) positifs 
reconnaissent principalement une bande polypeptidique de 60 kD (Figure 4, lignes 1 
et 2). Certains sérums anti-SS-A(Ro) possèdent également des anticorps dirigés 
contre une protéine de 52 kD (Figure 4, ligne 1), tandis que d'autres ne reconnaissent 
que la bande de 60 kD (Figure 4, ligne 2). En incubant le sérum d'une patiente 
atteinte de PR (sérum original d'une patiente nommée Savoie), une seule bande 
polypeptidique de 50 kD est détectée (Figure 4, ligne 3). Ce sérum Sa détecte aussi 
11autoantigène Ro .en immunodiffusion, mais ne possède que des anticorps anti-Ro 
dirigés contre des épitopes conf ormationnels présents au niveau de la protéine Ro 60 
kD native (Boire et al., 1991). Par conséquent, ce sérum n1a détecté aucune bande 
polypeptidiqne associée à la protéine Ro en immunobuvardage, en utilisant des 
extraits de cellules HeLa particulièrement riches en SS-A(Ro) de 52 et 60 kD et en 
SS-B(La) de 48 et 35 kD (résultats non présentés). Un second sérum rhumatoïde, 
négatif pour les systèmes SS-A(Ro) et SS-B(La), reconnaît aussi la bande 
polypeptidique associée à l'antigène Sa (Figure 4, ligne 4). De plus, l'autoantigène 
de 50 kD détecté par ces sérums est distinct de la protéine SS-B(La) de deux sous-
unités de 48 et 35 kD, reconnue par un sérum lupique anti-SS-A(Ro) et anti-SS-
B(La) fortement positif (Figure 4, ligne 5). Lorsque le système Sa et le complexe 
IgG/anti-lgG associé au FR sont comparés, la bande polypeptidique correspondant à 
l'antigène Sa (50 kD) est distincte de la chaîne lourde de l'IgG ( ,..,55 kD) reconnue 
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par les anticorps anti-lgG (Figure 4, ligne 7). Finalement, le sérum d'un individu 
normal n'identifie aucune bande polypeptidique (Figure 4, ligne 6). 
En utilisant des conditions de séparations particulières (grand gel et voltage plus 
faible), la bande polypeptidique de 50 kD associée à l'antigène Sa est composée d'un 
doublet (Figure 5, lignes 4 et 5). Les anticorps anti-Sa, purifiés par affinité sur 
membrane de nitrocellulose, reconnaissent également le doublet polypeptidique 
(Figure 5, ligne 4). En incubant cet ERH dépourvu de la RNP Ro de 52 kD avec le 
même sérum utilisé à la ligne 1 de la Figure 4, seule la bande 60 kD de la RNP Ro 
est reconnue (Figure 5, ligne 2). Cette réactivité montre que l'autoantigène Sa est 
encore une fois distinct des RNP Ro-52 et -60 kD (Figure 5, ligne 2). Les anticorps 
anti-Ro 60 kD purifiés détectent uniquement la bande polypeptidique associée au Ro 
de 60 kD (Figure 5, ligne 1). 
Plusieurs autres sérums rhumatoïdes, dépourvus d'anticorps anti-SS-A(Ro) et anti-
SS-B(La), détectent la bande polypeptidique de 50 kD associée au Sa en utilisant 
l'ERH en immunobuvardage (Figure 6). Cette figure représente un criblage typique 
de sérums de patients atteints de PR et de témoins, de même que le patron de liaison 
des anticorps anti-Sa avec l'antigène Sa de l'ERH. Les sérums témoins anti-(SS-
A)Ro positifs reconnaissent la bande polypeptidique de 60 kD (Figure 6, lignes 2 et 
27), tandis que le sérum anti-Sa original ne reconnaît que la bande de 50 kD 
associée à l'antigène Sa (Figure 6, lignes 3 et 26). Sur un total de 22 sérums de 
patients rhumatoïdes testés, 10 reconnaissent spécifiquement la bande de 50 kD 
(Figure 6, lignes 4 à 25). Cette réactivité a donc été considérée comme anti-Sa 
positive. De plus, le titre des anticorps anti-Sa varie entre 1:50 et 1:1000 (résultats 
non présentés). Bien que l'isotype des anticorps anti-Sa ait pu être analysé pour 
quelques sérums (voir caractérisation du système autoimmun Sa/anti-Sa), la relation 
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entre le taux d'immunoglobulines sériques et le titre des anticorps anti-Sa n'a 
toutefois pas été déterminée et pourra être l'objet d'une étude clinique ultérieure. 
3.2 Détection de l'antigène Sa dans le placenta humain. En raison de la difficulté 
à obtenir des prélèvements de rates humaines fraîches, des extraits de placenta 
humain (EPH) ont été examinés pour la présence de l'autoantigène Sa. L'EPH 
obtenu selon des conditions similaires à l'ERH (i.e. élué entre 200 et 300 mM NaCl 
sur DEAE) a été analysé en immunobuvardage (Figue 7). L'incubation du sérum 
anti-Sa original révèle trois bandes polypeptidiques spécifiques d'environ 50 kD qui 
semblent être associées à l'antigène Sa (Figure 7, ligne 1). Les poids moléculaires 
approximatifs de ces bandes polypeptidiques sont de 53, 50 et 49 kD. En incubant 
un second sérum anti-Sa positif identifié antérieurement avec l'ERH (Figure 6, ligne 
25), ce sérum détecte aussi spécifiquement les trois bandes polypeptidiques liées au 
Sa dans l'EPH (Figure 7, ligne 3). Un sérum de patient atteint de LED avec des 
anticorps anti-SS-A(Ro) et anti-SS-B(La) reconnaît spécifiquement les bandes 
polypeptidiques associées aux RNP Rode 52 kD et La de 48 et 35 kD (Figure 7, 
ligne 4). Le sérum d'un individu normal ne détecte aucune bande spécifique (Figure 
7, ligne 2). 
La figure 8 représente un criblage typique en immunobuvardage des anticorps anti-
Sa dans les sérums de patients rhumatoïdes et de témoins à l'aide d'un EPH. Le 
sérum anti-Sa positif témoin, utilisé également à la ligne 3 de la figure 7, reconnaît 
spécifiquement le triplet (Figure 8, ligne 24), tandis que le sérum normal n'identifie 
aucune bande (Figure 8, ligne 25). Sur un total de 13 sérums de patients atteints de 
PR testés, 8 de ces échantillons reconnaissent spécifiquement les bandes associées à 
l'antigène Sa. Par contre, tous les patients non rhumatoïdes analysés ici n'ont pas 
d'anticorps anti-Sa détectables. La réactivité des anticorps contre l'autoantigène Sa 
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splénique et placentaire a été confirmée en testant les deux extraits en 
immunobuvardage avec 40 sérums rhumatoïdes anti-Sa positifs. Tous ont reconnu 
la bande de 50 kD au niveau de l'ERH de même que le triplet polypeptidique au 
niveau de l'EPH (résultats non présentés). De plus, il a été clairement démontré que 
l'antigène Sa identifié dans ces deux extraits possède des déterminants antigéniques 
communs (voir ci-dessous). 
3.3 Identification de l'antigène Sa dans la membrane synoviale rhumatoüle. Afin 
de vérifier la présence de l'antigène Sa directement au niveau du tissu cible, des 
extraits semi-purifiés de membranes synoviales rhumatoïdes ont été analysés en 
immunobuvardage (Figure 9). Lorsque l'ESH obtenu après élution entre 200 et 300 
mM NaCl sur DEAE est incubé avec le sérum Sa original, deux bandes 
polypeptidiques majeures sont révélées (Figure 9, ligne 2). Les poids moléculaires 
approximatifs son~ identiques à ceux obtenus avec l'EPH, soit 53 et 50 kD. Lorsque 
l'ESH est séparé avec des conditions permettant une meilleure résolution, la bande 
de faible poids moléculaire consiste aussi en un doublet polypeptidique dont la bande 
inférieure est d'environ 49 kD. Ces poids moléculaires correspondent donc à ceux 
obtenus avec l'EPH. Le sérum d'un patient atteint de LED détecte spécifiquement la 
bande associée à l'antigène Ro de 60 kD (Figure 9, ligne 3). Un second sérum 
rhumatoïde anti-Sa positif (identifié à l'aide de l'ERH et de l'EPH) reconnaît les 
mêmes bandes polypeptidiques que le sérum Sa original (Figure 9, ligne 4). Le 
sérum d'un individu normal ne détecte aucune bande (Figure 9, ligne 1). 
3.4 L'antigène Sa isolé de la rate, du placenta et de la synoviale rhumatoüle 
possède des déterminants antigéniques communs. Afin de déterminer la relation 
antigénique entre les trois extraits tissulaires humains décrits ci-haut (ERH, EPH et 
ESH), une analyse comparative en immunobuvardage a été effectuée à l'aide d'un 
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sérum Sa spécifique, de même que d'anticorps anti-Sa purifiés par affinité (Figure 
10). Un sérum lupique anti-SS-A(Ro) et anti-SS-B(La) positif reconnaît les deux 
bandes polypeptidiques associées au Ro-60 kD et au La-48 kD dans les extraits de 
rate et de placenta humains (Figure 10, ligne 2). Bien que ces deux systèmes soient 
reconnus par ce sérum, la RNP La ne semble pas présente en quantité détectable 
dans l'ESH (Figure 10, ligne 2). Le sérum anti-Sa original détecte les bandes 
polypeptidiques spécifiquement associées à l'antigène Sa dans les trois tissus, soit la 
bande de 50 kD dans l'ERH et les deux bandes majeures (53 et 50 kD) dans l'ESH et 
l'EPH (Figure 10, ligne 3). Les anticorps anti-Sa, purifiés à partir de la bande de 50 
kD l'ERH ou des deux bandes majeures de l'EPH sur membrane de nitrocellulose, 
reconnaissent remarquablement bien les mêmes bandes polypeptidiques au niveau 
des trois extraits tissulaires (Figure 10, lignes 4 et 5). Cette observation suggère 
donc un partage antigénique important du polypeptide Sa dans ces tissus. Le sérum 
normal utilisé comij1e témoin ne détecte aucune bande (Figure 10, ligne 1). 
3.5 Détection des autoanticorps anti-Sa dans les liquides synoviaux rhumatoïdes. 
Des liquides synoviaux prélevés chez des patients et des témoins ont été testés en 
immunobuvardage sur les extraits de placenta et de synoviale rhumatoïde (Figure 
U). Le sérum témoin anti-Sa positif reconnaît spécifiquement les trois bandes 
polypeptidiques liées au Sa du placenta et du tissu synovial humains (Figure UA et 
B, ligne 2). Lorsque plusieurs échantillons de liquides synoviaux sont incubés avec 
l'EPH, seuls les prélèvements provenant de patients rhumatoïdes détectent les bandes 
polypeptidiques associées à l'antigène Sa (Figure UA, lignes 7 à 9). Le patron de 
liaison est identique à celui obtenu avec le sérum anti-Sa témoin, mais avec un taux 
d'anticorps légèrement plus faible dans les liquides synoviaux. De plus, les liquides 
synoviaux anti-Sa incubés dans les lignes 8 et 9 sur l'EPH détectent aussi le triplet 
polypeptidique dans l'ESH (Figure UB, lignes 3 et 4). Jusqu'à présent, l'ensemble 
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des patients ayant des anticorps anti-Sa dans leurs prélèvements synoviaux 
possèdent également l'anticorps au niveau sérique. 
3.6 Caractérisation du système autoimmun Sa/anti-Sa. L'isotype des anticorps 
anti-Sa a été analysé en immunobuvardage à l'aide d'anticorps secondaires dirigés 
contre les IgM ou les IgG humaines (Figure 12). Seuls les anticorps anti-SS-A(Ro) 
et anti-SS-B(La) de classe IgG provenant d'un sérum lupique reconnaissent 
spécifiquement les deux bandes associées aux RNP Ro et La (Figure 12B, ligne 2). 
L'analyse de plusieurs sérums rhumatoïdes montre que les anticorps anti-Sa sont 
principalement d'isotype lgG (Figure 12, lignes 3 à 8). Deux de ces 6 sérums 
possèdent simultanément des anticorps anti-Sa d'isotype IgM (Figure 12A, lignes 4 
et 5). L'analyse du profil clinique a démontré l'existence d'une PR sévère chez ces 
deux patients. Malgré le petit nombre de patients analysés (12 sérums), aucun sérum 
rhumatoïde ne possède des anticorps anti-Sa de classe IgM sans avoir des anticorps 
de classe lgG de façon concomitante (Figure 12, lignes 9 à 14). De plus, les IgG 
anti-Sa ont été caractérisés de façon plus approfondie quant aux sous-classes 
impliquées. ·Cela a été réalisé avec l'aide d'anticorps monoclonaux dirigés contre 
l'IgG 1, 2, 3 ou 4 humaine. Bien que l'IgG3 semble être la principale sous-classe 
impliquée dans la réponse anti-Sa, les trois autres sous-classes (IgG1,2 et 4) ont aussi 
été détectées (résultats non présentés). 
Initialement, l'antigène Sa semblait représenter une des RNP bien connues parmi les 
systèmes autoimmuns liés à certaines maladies rhumatismales particulières ( e.g. SS-
A(Ro ), SS-B(La), Sm ou UlRNP). Ces RNP migrent directement dans les régions 
de 40-60 kD en SDS-PAGE. Plusieurs évidences ont démontré que ce n'est pas le 
cas. Premièrement, les anticorps anti-Sa n'ont jamais réussi à immunoprécipiter 
l'ADN ou l'ARN de cellules HeLa radiomarquées au 32Phosphate (résultats non 
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présentés). Par contre, les sérums anti-SS-A(Ro) et anti-Sm immunoprécipitent 
très bien les ARNs obtenus à partir de ces extraits (Boire et al., 1991). 
Deuxièmement, aucun des sérums de référence anti-SS-A(Ro), anti-SS-B(La), 
anti-Sm, anti-UlRNP, anti-Scl-70 et anti-Jo-1 provenant du CDC d'Atlanta n'est 
arrivé à reconnaître l'antigène Sa en immunobuvardage. Troisièmement, le patron de 
liaison des anticorps anti-Sa avec le polypeptide obtenu à partir des trois différents 
tissus est distinct des différents antigènes associés aux RNP. Quatrièmement, 
contrairement aux sérums anti-Sa, la plupart des sérums décrits ci-haut forment des 
lignes de précipitations en immunodiffusion sur gel d'agarose avec l'ERH. 
Cinquièmement, la fréquence des anticorps anti-Sa dans les sérums de patients 
atteints de PR de même que leur spécificité remarquable pour la maladie ne 
correspond à aucun de ces systèmes. 
3.7 Le système ~a est distinct des autres marqueurs autoimmuns liés à la PR. 
Plusieurs expériences ont été réalisées pour caractériser le système Sa/anti-Sa et le 
distinguer des systèmes immuns décrits antérieurement comme marqueurs dans la 
PR (Billings ·et al., 1983; Abe et al., 1988; Westgeest et al., 1989; Hassfeld et al., 
1989; McLean et al., 1990; Simon et al., 1993; Schrohenloher et Koopman, 1993). 
En premier lieu, certaines observations décrites ci-haut ont déjà montré que 
l'antigène Sa est différent du FR. De plus, la figure 13 présente l'analyse 
comparative du système Sa avec le FR en immunobuvardage. D'une part, le 
complexe IgG/anti-IgG (chaîne lourde réduite) possède un poids moléculaire (~55 
kD) différent de la bande polypeptidique reconnue par les anticorps anti-Sa (Figure 
13). D'autre part, le sérum d'un patient négatif pour le FR détecte spécifiquement la 
bande de 50 kD associée à l'antigène Sa (Figure 13, ligne 2), tandis qu'aucune bande 
polypeptidique, incluant l'antigène Sa, n'est reconnue par un sérum lupique ayant un 
haut titre de FR (Figure 13, ligne 3). Deuxièmement, les systèmes Sa et RA33 ont 
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été comparés à l'aide de sérums spécifiques de même que de sources antigéniques 
propres à chacun des systèmes (Figure 14A et B). Deux des 5 sérums anti-RA33 
positifs et un des 5 sérums anti-RA33 négatifs reconnaissent spécifiquement la 
bande de 50 kD liée au Sa (Figure 14A). De façon similaire, les 5 sérums anti-Sa 
positifs de même que les 5 sérums anti-Sa négatifs provenant de patients 
rhumatoïdes, testés dans notre laboratoire et celui du Dr Smolen, ont tous été 
négatifs pour les anticorps anti-RA33 (Figure 14B). Troisièmement, le sérum de 
référence pour le FAP n'a reconnu aucune bande en immunobuvardage à l'aide de 
l'ERH et de l'EPH. Le FAP a été identifié en immunotluorescence indirecte, à l'aide 
de cellules de la muqueuse buccale humaine, dans 7 des 10 sérums anti-Sa positifs 
de même que dans 2 des 4 sérums rhumatoïdes anti-Sa négatifs. À l'intérieur d'un 
échange d'échantillons sériques (Sherbrooke-Nantes), 50 sérums de patients (31 PR, 
10 LED et 9 arthroses) de spécificité connue ont été testés pour la présence du FAP 
et des anticorps anti-filaggrine. Des 31 sérums rhumatoïdes, 15 étaient anti-Sa 
positifs et 16 anti-Sa négatifs. Le FAP a été détecté dans 23/31 sérums de PR 
(14/23 anti-Sa positifs), dans 3/10 sérums lupiques et dans 3/9 sérums provenant de 
patients atteints d'arthrose (tous anti-Sa négatifs). Un sérum anti-Sa positif s'est 
révélé négatif pour le FAP. Les anticorps anti-filaggrine ont été identifiés dans 
14/31 sérums de PR (9 des 15 anti-Sa positifs et 5 des 16 anti-Sa négatifs), 2/9 
sérums d'arthroses et dans aucun des 10 sérums lupiques. Les anticorps anti-Sa ont 
aussi été testés dans 73 sérums de PR provenant de Nantes, et 25 d'entre eux se sont 
révélés positifs pour l'antigène Sa. De plus, des anticorps anti-Sa purifiés par 
affinité ont été analysés en IFI sur des coupes d'esophage de rat et sur des 
préparations de cellules de la muqueuse buccale humaine fain d'identifier un lien 
entre les anti-Sa et les anticorps anti-kératine (AKA) ou le FAP, respectivement. 
Aucun signal spécifique n'a pu être détecté suite à l'incubation des anticorps anti-Sa 
purifiés sur ces deux substrats. Combinés, ces résultats suggèrent que le FAP, les 
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anticorps anti-filaggrine et les anticorps anti-Sa sont des systèmes distincts pouvant 
être présents de façon simultanée dans les sérums de patients atteints de PR. 
Quatrièmement, les anticorps anti-HaT-1 produisent des lignes de précipitation en 
immunodiffusion et semblent reconnaître un antigène de 150 kD extrait du foie 
humain (Abe et al., 1988). Par contre, les anticorps anti-Sa ne forment aucune 
bande de précipitation en immunodiffusion avec l'ERH et l'EPH (résultats non 
présentés). Malgré la caractérisation insuffisante du système HaT-1, il ne semble 
pas y avoir de similarité entre le Sa et l'antigène HaT-1. Cinquièmement, plusieurs 
observations appuient une différence antigénique entre la protéine Sa et les antigènes 
nucléaires codés par EBV. Le poids moléculaire de l'antigène Sa en SDS-PAGE 
(50 kD) est clairement différent de ceux des ANEB-1 et -2 (,..,75 kD). En 
immunobuvardage, deux sérums rhumatoïdes anti-Sa positifs détectent 
simultanément la bande de 50 kD (Sa) de l'ERH et les bandes ANEB-1 et -2 des 
extraits de cellules.BIAl infectées par EBV (Figure 15, lignes 3 et 4). Toutefois, un 
sérum de patient atteint de mononucléose infectieuse positif pour ANEB-1 et -2 ne 
détecte pas la bande de 50 kD associée à l'antigène Sa dans l'ERH (Figure 15, ligne 
5). Sans aucun rapport évident, ce dernier sérum reconnaît une bande d'environ 55 
kD dans l'ERH, les extraits de cellules EBV+, de même que dans l'extrait de cellules 
BIAl non infectées. De plus, 10 sérums ANEB positifs provenant de patients 
souffrant de mononucléose infectieuse ont été testés en immunobuvardage et aucun 
n'a détecté l'antigène Sa (résultats non présentés). De façon encore plus évidente, les 
anticorps anti-Sa purifiés par affinité reconnaissent fortement la bande de 50 kD 
(Sa) dans l'ERH, mais ne détectent aucune bande polypeptidique dans les deux 
extraits de cellules infectées (Figure 15, ligne 9). Bien que les anticorps anti-ANEB 
soient présents dans les sérums rhumatoïdes, les anti-Sa constituent une population 
d'anticorps distincts de ceux dirigés contre des protéines codées par EBV. 
Sixièmement, le système anti-Sa n'est pas associé aux anticorps dirigés contre les 
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composantes du cartilage articulaire (Figure 16). Les sérums anti-Sa positifs ne 
reconnaissent aucune bande spécifique lorsqu'ils sont incubés avec des extraits 
purifiés de cartilage articulaire canin et humain (Figure 16B et C, ligne b). Le sérum 
polyclonal de lapin dirigé contre les collagènes articulaires détecte trois bandes 
polypeptidiques ( ..... 55, 70 et 95 kD), avec un patron de liaison de même que des poids 
moléculaires différents de l'antigène Sa (Figure 16C, ligne d). Ce même sérum anti-
collagènes ne reconnaît aucune bande polypeptidique au niveau de l'EPH riche en 
antigène Sa (Figure 16D, ligne d). Septièmement, des expériences en 
immunobuvardage ont été effectuées afin de vérifier si les HSPs mycobactériennes 
et humaines possèdent une relation immunochimique avec l'antigène Sa (Tableau 1). 
Dans un premier temps, des anticorps monoclonaux anti-HSPs de même qu'un 
sérum polyclonal dirigé contre la HSP de 60 kD humaine ont reconnuent 
spécifiquement les différentes protéines de stress (60, 65 et/ou 70 kD) dans des 
extraits bruts de mycobactéries, des extraits pures de HSP, de même que dans l'ERH. 
Toutefois, ces anticorps anti-HSP n'ont démontrés aucune réactivité contre 
l'antigène Sa de 50 kD en immunobuvardage (Tableau 1). De plus, en utilisant 
quatre sources antigéniques de HSPs humaines ou mycobactériennes, aucune 
réactivité n'a pu être démontrée par l'incubation de sérums anti-Sa ou d'anticorps 
anti-Sa purifiés par affinité (Tableau 1). Malgré la présence de HSP dans l'extrait 
de rate riche en antigène Sa, ces expériences ont démontrées clairement que les 
anticorps anti-Sa détectent une protéine distincte des HSP mycobactériennes et 
humaines. 
3.8 Caractérisation de l'autoantigène Sa. Les extraits de rate et de placenta 
humains ont été traités par différents enzymes afin de caractériser l'antigène Sa du 
point de vue biochimique. Les résultats de ces expériences démontrent que les 
traitements à la RNase A, à la DNase 1 et à la neuraminidase de Vibrio cholerae 
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n'ont aucun effet sur la taille des bandes polypeptidiques ou sur l'antigénicité de 
l'antigène Sa. Par contre, le traitement à la protéinase K détruit complètement son 
antigénicité (résultats non présentés). Il est toutefois possible que les résidus d'acide 
sialique en position terminal n'aient pas été complètement éliminés due à une 
digestion non spécifique à la neuraminidase. Des méthodes alternatives pour 
détecter les glycoprotéines, tels que la coloration spécifique du gel d'acrylamide au 
PAS ou les techniques indirectes utilisant les lectines, pourront être utilisées 
ultérieurement. La combinaison de ces derniers résultats avec l'incapacité des 
anticorps anti-Sa à immunoprécipiter l'ARN ou l'ADN provenant d'extraits de 
cellules HeLa suggère que l'antigène Sa est une protéine non sialylée et non associée 
aux acides nucléiques. De plus, les sérums anti-Sa ne reconnaissent aucune bande 
polypeptidique spécifique en immunobuvardage, lorsqu'incubés avec les fractions 
cytoplasmiques ou nucléaires de cellules HeLa et MOLT 4 de même qu'avec un 
extrait brut de ceitules fibroblastiques (3T3) de souris. Également, les anticorps 
anti-Sa n'ont pas immunoprécipité la protéine Sa à partir d'extraits de cellules HeLa 
radiomarquées au 35S. Les expériences d'IFI sur des cellules et lignées cellulaires 
diverses, effectuées à l'aide de sérums anti-Sa, d'IgG purifiées et d'anticorps anti-Sa 
purifiés par affinité, n'ont pas révélé de patron de liaison évident. En utilisant les 
techniques d'immunobuvardage et d'immunoflorescence, il n'a pas été possible de 
détecter significativement l'antigène Sa dans des cellules en culture. 
Une expérience de réactivité croisée, entre l'extrait de placenta humain et un extrait 
de placenta bovin (EPB), a été réalisée afin de vérifier la spécificité d'espèce de 
l'antigène Sa (Figure 17). Le sérum lupique anti-SS-A(Ro) et anti-SS-B(La) 
révèle les deux systèmes sur l'EPH (Figure 17A, ligne 2), tandis que seules les 
bandes polypeptidiques associées au La sont identifiées dans l'EPB (Figure 17B, 
ligne 2). Le sérum rhumatoïde anti-Sa positif détecte fortement les bandes 
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polypeptidiques du Sa dans l'EPH (Figure 17A, ligne 3). Ce même sérum réagit 
avec des bandes polypeptidiques apparentées à l'antigène Sa dans l'EPB (Figure 17B, 
ligne 3). Le patron de liaison des anticorps anti-Sa est toutefois moins bien défini. 
En respectant les concentrations protéiques des deux extraits, les anticorps anti-Sa 
purifiés par affinité à partir de la membrane contenant 11EPH détectent avec 
beaucoup moins d'intensité le triplet polypeptidique du Sa bovin par rapport à 
l'antigène humain (Figure 17A et B, ligne 4). Ces résultats montrent que les tissus 
provenant d'autres espèces possèdent une réactivité croisée plus faible avec 
l'antigène Sa de nature humaine. 
3.9 Purification de l'antigène Sa placentaire. L'absence de la protéine Sa dans des 
cellules ou des lignées cellulaires oblige la purification de la protéine à partir de 
tissus humains afin de caractériser l'antigène Sa. Certaines observations ont 
démontré que l'antigène Sa était difficilement isolable à partir de rates humaines: un 
rendement élevé d'isolement de l'antigène Sa n'a été obtenu que chez environ 30% 
des rates utilisées; le niveau d'expression semble être différent d'un individu à 
l'autre; la fraîcheur du tissu peut varier entre chacune des autopsies; et la cause de 
décès peut affecter les caractéristiques de l'antigène. Pour ces raisons et parce que 
les placentas humains sont plus homogènes et plus facilement accessibles que les 
rates, l'EPH a été ultérieurement purifié par chromatographie d'échange d'ions sur 
gradient de NaCl (Figure 18A). Le profil chromatographique révèle plusieurs pics 
majeurs tout au long du gradient de 120 à 300 mM NaCl. L'analyse en ELISA des 
différentes fractions à l'aide de sérums anti-Sa positifs dilués 1/2000, révèle que 
l'antigène Sa élue entre 210 et 240 mM de NaCl (Figure 18A, pointillés rouges). Les 
fractions se situant entre 25 et 29 possèdent un maximum de détection de l'antigène 
Sa, avec une D.0.4s0nm obtenue entre 0.2 et 0.4. De façon similaire, lorsque les 
fractions sont combinées par 3 puis analysées en immunobuvardage, l'antigène Sa 
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est détectable dans la même région du profil chromatographique (Figure 18B, lignes 
8, 9 et 10). La concentration optimale de l'antigène se situe dans les fractions 25 à 
27 inclusivement. 
3.10 Microséquençage des bandes polypeptidiques associées à l'antigène Sa. Les 
fractions riches en Sa obtenues par chromatographie selon la figure 18 (i.e. 25 à 27 
inclusivement) ont été combinées et analysées en SDS-PAGE et en 
immunobuvardage avec des conditions particulières favorisant une meilleure 
résolution des bandes (gel plus long et voltage plus faible) (Figure 19). L'incubation 
d'un sérum rhumatoïde anti-Sa reconnaît les trois bandes polypeptidiques majeures 
associées à l'antigène Sa (Figure 19A). La coloration à l'argent du gel contenant ces 
fractions protéiques démontre plusieurs bandes polypeptidiques de faibles poids 
moléculaires principalement (Figure 19B). Les bandes immunoréactives semblent 
correspondre à des bandes polypeptidiques uniques se localisant dans la même 
région. 
De façon remarquable, lorsque les anticorps dirigés contre les bandes 1, 2 ou 3 sont 
purifiés par affinité puis réincubés avec la même source antigénique, les anticorps 
individuels (anti-53, -50 ou -49 kD) reconnaissent toujours le même triplet 
polypeptidique. Cette réactivité croisée suggèrent que les trois bandes 
polypeptidiques sont des produits de dégradation et semblent provenir de la même 
protéine. 
L'analyse de la séquence peptidique en N-terminal de chacune des bandes 
polypeptidiques transférées sur PVDF révèle une similarité avec deux protéines 
différentes (Tableau 2). Lorsque la séquence obtenue à partir de la bande 1 (53 kD) 
est comparé dans les banques de protéines, elle est entièrement identique (sur 20 
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positions comparées) à la sous-unité f3 de la prolyl 4-hydroxylase ou la protéine 
disulfure isomérase (PDI). Cette séquence a été obtenue durant 20 cycles de 
dégradation et avec un rendement initial estimé à 40.0 pmol. De façon intéressante, 
les séquences obtenues à partir des bandes 2 et 3 (50 et 49 kD) sont étroitement 
apparentées. Lorsque comparées aux banques peptidiques, les deux bandes semblent 
similaires (62.5%) à la vimentine humaine. Les séquences des bandes 2 et 3 ont été 
obtenues durant 10-15 cycles de dégradation et avec des rendements se situant au 
niveau de 10-20 pmol. Bien que les trois bandes polypeptidiques associées au Sa 
semblent être identiques du point de vue de leur immunoréactivité, les séquences en 
N-terminal obtenues ne confirment pas cette observation. 
3.11 Analyse de la réactivité des anticorps anti-Sa avec la vimentine. Dans un 
premier temps, les anticorps monoclonaux et polyclonaux dirigés contre la vimentine 
ont été testés en iJnmunobuvardage sur l'EPH et la vimentine purifiée à partir du 
cristallin de boeuf. Ces deux sources d'anticorps anti-vimentine ont détectés de 
multiples bandes polypeptidiques variants entre 50 et 30 kD, incluant le triplet 
associé à l'antigène Sa, à la suite de leurs incubation avec l'EPH, tandis qu'ils ont 
détectés spécifiquement une bande d'environ 50 kD sur la vimentine bovine purifiée 
(résultats non présentés). Dans le but de confirmer ou de réfuter l'association 
possible entre l'antigène Sa et la vimentine, des expériences de réactivité croisée 
entre les deux systèmes ont été effectuées. Premièrement, des sérums rhumatoïdes 
anti-Sa positifs et des témoins ont été testés en parallèle par immunobuvardage sur 
l'EPH et sur de la vimentine bovine purifiée (Figure 20A et B). Certains sérums 
anti-Sa détectent simultanément la bande de 50 kD associée à la vimentine (Figure 
20A et B, lignes 2, 5 et 8). Toutefois, d'autres sérums anti-Sa fortement positifs ne 
reconnaissent pas la bande polypeptidique de la vimentine (Figure 20A et B, lignes 
3, 4, 7 et 12). Deuxièmement, des protocoles d'absorption avec l'EPH ou avec de la 
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vimentine purifiée ont été effectués sur des sérums reconnaissant les deux systèmes 
antigéniques. Le sérum anti-Sa non absorbé reconnaît les bandes polypeptidiques 
associées à l'antigène Sa de même que la bande de 50 kD de la vimentine (Figure 21, 
ligne 1). L'absorption du sérum avec 5 mg d'EPH inhibe quasi totalement les 
réactivités anti-Sa et anti-vimentine (Figure 21, ligne 2). Par contre, les absorptions 
avec 5 et 10 mg de vimentine purifiée ne réduit aucunement la réactivité anti-Sa et 
inhibe complètement la réactivité contre la vimentine (Figure 21, lignes 3 et 4). Un 
protocole d'absorption similaire a été effectué à l'aide de filaments intermédiaires 
isolés à partir de cellules HeLa de même que de cellules Pt K2 riches en FI. Des 
résultats identiques à ceux décrit ici ont été obtenus par l'absorption de sérums anti-
Sa avec les FI isolés de cellules HeLa ou Pt K2 (résultats non présentés). Malgré la 
séquence peptidique apparentée entre l'antigène Sa et la vimentine, 
l'immunoréactivité observée à l'aide des sérums de patients n'est pas comparable. 
Toutefois, les deu~ populations d'anticorps (anti-Sa et anti-vimentine) peuvent être 
présentes de façon simultanée. 
3.12 Isolement de l'ADNc codant pour la PD/. L'ADNc de la PDI a été isolé en 
utilisant la technique de PCR à l'aide d'amorces synthétiques au niveau des 
extrémités 5' et 3' de la séquence connue. Le fragment d'ADNc obtenu par PCR 
correspond à la taille de la pleine longueur de la PDI, soit 1540 pb (Figure 22A). Ce 
fragment a ensuite été sous-cloné dans le vecteur pUC19. En raison de la séquence 
et de la cartographie des sites de restriction de la PDI déjà déterminées, l'insert a été 
confirmé et analysé via les sites de restriction Pvu II (Figure 22B et C). Lorsque le 
plasmide PDl/pUC19 est digéré par Barn Hl, les fragments de 2686 pb (pUC19) et 
de 1540 pb (ADNc de la PDI) sont observés en gel d'agarose (Figure 22C, ligne 2). 
La digestion simultanée par Barn HI et Pvu II confirme en partie la séquence de la 
PDI, résultant en 7 fragments correspondant aux tailles estimées selon la 
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cartographie de l'ADNc (Figure 22C, ligne 3). De plus, le séquençage nucléotidique 
de l'insert (environ 200 nucléotides de chaque extrémité) a confirmé que le fragment 
correspondait à la PDI humaine (résultats non pré·sentés). 
3.13 Expression de l'ADNc codant pour la PDI, purification des protéines de 
fusion et recombinante et détection des anticorps anti-PDI dans les sérums de 
patients. L'ADNc de la PDI a été sous-cloné au site BamHI du vecteur d'expression 
pGEX-KG afin d'induire la synthèse de la protéine recombinante dans le cadre de 
lecture approprié (Figure 23). L'analyse de l'orientation de l'insert a été confirmée 
par la digestion avec Pst I (Figure 23A). Lorsque le plasmide PDI/pGEX-KG est 
digéré par Barn HI, un fragment de 5000 pb correspondant au vecteur et un fragment 
de 1540 pb correspondant à l'ADNc de la PDI sont obtenus en gel d'agarose (Figure 
23B, ligne 2). À la suite de la digestion par Pst I, deux fragments (4471 et 2069 pb) 
confirment la bollJle orientation de l'insert afin de permettre l'expression de la 
protéine recombinante respective (Figure 23B, ligne 3). 
La protéine de fusion GST-PDI exprimée dans E. coli PR145 lon- a été purifiée par 
affinité, clivée de la protéine porteuse (GST) et identifiée sur gel de polyacrylamide 
(Figure 24A). La GST-PDI induite possède le poids moléculaire estimé à environ 
84 kD (PDI-57 kD + GST-27 kD) (Figure 24A, lignes 2, 3 et 4). Une bande 
polypeptidique majeure est obtenue une fois la GST-PDI purifiée sur Sépharose 4B 
couplée à la glutathione (Figure 24A, ligne 4). Le clivage de la protéine 
recombinante à l'aide de la thrombine libère la PDir de sa protéine porteuse (GST) et 
résulte en une bande polypeptidique d'environ 57 kD. Ce poids moléculaire 
correspond à la taille attendue de la PDir. Afin de déterminer si la réactivité anti-Sa 
est dirigée plus particulièrement contre la PDir, des sérums provenant de patients et 
de témoins ont été analysés en immunobuvardage avec la PDir (Figure 24B). 
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Malgré la réactivité significative de sérums de PR (Figure 24B, lignes 1, 3 et 4), les 
sérums de patients atteints d'arthrose anti-Sa négatifs reconnaissent fortement la 
protéine recombinante (Figure 24, lignes 6, 7 et 9). D'autres analyses en 
immunobuvardage ont démontré une réactivité anti-PDI dans plusieurs sérums de 
patients atteints de diverses maladies rhumatismales, telles que des LED, arthrites 
psoriasiques, ostéoporoses et arthroses. Ces résultats suggèrent que l'autoantigène 
Sa et la PDI sont différents du point de vue immunochimique. En dépit de sa non-
spécificité, la PDI semble toutefois être reconnue comme autoantigénique par les 
sérums de patients atteints de différentes maladies rhumatismales. 
Des protocoles d'absorption ont été réalisés afin de confirmer la dissociation du point 
de vue immunochimique entre l'antigène Sa et la PDI (Figure 25). Un sérum 
reconnaissant les deux systèmes a été sélectionné et absorbé ou non avec deux 
concentrations d'E.PH semi-purifié ou de GST-PDI purifiée sur colonne de 
Glutathione Sépharose. L'absorption du sérum avec l'EPH inhibe totalement sa 
réactivité avec les bandes polypeptidiques associées à l'antigène Sa (Figure 25A, 
lignes 2 et 3); mais n'affecte en aucun cas sa réactivité avec la GST-PDI (Figure 
25B, lignes 2 et 3). Inversement, l'absorption du sérum avec la GST-PDI n'inhibe 
pas la reconnaissance de l'antigène Sa (Figure 25B, lignes 4 et 5), mais bloque 
complètement la réactivité anti-PDI (Figure 25B, lignes 4 et 5). L'absence de 
réactivité croisée suggère que l'antigène Sa est distinct de la PDI recombinante. 
3.14 Sensibilité et spécificité des autoanticorps anti-Sa dans la PR.. Des 
échantillons sériques de 206 patients atteints de PR classique et de 276 témoins ont 
été analysés en immunobuvardage pour la présence d'anticorps dirigés contre la 
protéine de 50 kD. De façon remarquable, les 91 sérums anti-Sa positifs (incluant le 
sérum Sa original) proviennent presque tous de patients souffrant de PR (Tableau 3). 
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Ce tableau montre que la présence d'anticorps anti-Sa est particulièrement 
spécifique pour la maladie. Dans le groupe de 206 patients rhumatoïdes, la 
sensibilité des anticorps anti-Sa (88/206) est d'environ 43% {Tableau 3). Par contre, 
les anticorps anti-Sa n'ont été détectés que chez 3 des 276 patients non rhumatoïdes. 
De ces 3 patients, 2 ont été inclus dans le groupe des collagénoses non différentiées: 
un patient était atteint d'une polyarthrite non érosive et l'autre atteint d'une 
polyarthrite associée à un cancer du colon. En ce qui concerne le sérum inclus dans 
le groupe des polyarthrites réactives/séronégatives, le patient· souffrait d'une 
polyarthrite séronégative avec psoriasis. 
Les anticorps anti-Sa sont parfois détectés au tout début de la maladie et leur 
présence semble être indépendante du FR {Tableau 4). Lorsque les patients 
rhumatoïdes sont subdivisés en sous-groupes (FR positif ou négatif), les anticorps 
anti-Sa sont déteGtés dans 71/143 (50%) des patients FR positif et dans 17/63 (27%) 
des patients FR négatifs. De plus, les anticorps anti-Sa n'ont pas été retrouvés dans 
les sérums de 39 patients atteints de collagénoses non rhumatoïdes et positifs pour le 
FR. De façon intéressante, les anticorps anti-Sa sont également détectables chez 
9/31 (29%) des patients testés au début des manifestations de la PR {Tableau 4). 
Une de ces patientes a été analysée avec des prélèvements sérologiques sériés tout 
au cours de l'évolution de la maladie (Figure 26). En 1985-86, la patiente présentait 
des symptômes non associés à la PR. Les manifestations articulaires érosives n'ont 
été identifiées qu'en 1987 avec un titre important des anticorps anti-Sa (Figure 26, 
ligne 3). À partir de ce moment, la maladie articulaire a été contrôlée à l'aide de 
méthotrexate et de corticostéroïdes et le titre des anticorps a chuté progressivement 
(Figure 26, lignes 4 à 7) et est devenu pratiquement non détectable au cours des 
années suivantes {Figure 26, lignes 8 à 12). Bien que cette démonstration soit 
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unique, plusieurs autres observations ponctuelles suggèrent que les autoanticorps 
anti-Sa varient avec l'activité de la PR. 
En plus d'une sensibilité intéressante ( 43% ), les anticorps anti-Sa sont extrêmement 
spécifiques pour la PR (Tableau 5). L'analyse de ce marqueur dans les 482 sérums 
de patients testés en immunobuvardage montre que les anti-Sa sont spécifiques à 
98,9% pour la PR, comparativement à 76,9% pour le FR (valeur qui est appuyée par 
de nombreuses autres études). Également, la valeur prédictive positive du marqueur 
anti-Sa est de loin plus élevée (96,7%) que celle du FR (78,6%), mais avec des 
valeurs prédictives négatives égales. Jusqu'à présent, aucun sérum positif n'a été 
identifié chez des individus normaux de même que chez des patients souffrant de 
maladies rhumatismales de nature non autoimmune. 
3.15 Isolement .du clone d'ADNc par immunocriblage de la bibliothèque 
d'expression avec des sérums de patients rhumatoüles. Environ 2.5 x 106 clones 
d'ADNc dans Àgtll ont été criblés avec un pool de sérums de patients atteints de PR 
érosive (Figure 3). Un clone positif (RA-1) a été identifié et caractérisé 
ultérieurement. Après purification successive, la protéine de fusion codée par le 
clone RA-1 (B-gal-RA-1) est fortement immunoréactive avec le pool de sérums 
rhumatoïdes (Figure 27A). Cette étape secondaire de la purification montre non 
seulement que les anticorps reconnaissent spécifiquement le clone RA-1, mais qu'ils 
ne réagissent pas avec les phages négatifs présents à cette étape de purification du 
phage. Une fois le À.gtll pur, l'insert d'ADNc codant pour RA-1 a été isolé et 
analysé sur gel d'agarose. Le fragment d'ADNc possède une taille d'environ 950 pb 
(Figure 27B). À cette étape, des sérums individuels ont été testés pour leur 
réactivité avec la B-gal-RA-1 exprimée à la suite de l'induction par l'IPTG du clone 
À.gtll pur. Trois des cinq sérums de PR ont reconnu spécifiquement les plages 
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positives, tandis qu'aucune réactivité n'a été obtenue avec cinq sérums témoins non 
rhumatoïdes (résultats non présentés). 
3.16 Séquençage de l'ADNc codant pour le clone RA-1. L'insert d'ADNc isolé à 
partir du Àgtll positif a ensuite été sous-cloné dans le vecteur pUC19 puis 
séquencé. La séquence du clone RA-1 de 950 pb a été analysée dans la banque de 
gènes informatisée (NCBI/BLAST network service) et code pour un polypeptide de 
284 acides aminés (Figure 28). L'analyse de l'homologie de séquence à travers la 
banque de donnée GenBank!EMBL résulte en une identité quasi complète avec la 
séquence nucléotidique (positions 1435 à 2384) et la séquence peptidique (positions 
425 à 708) de la portion COOH-terminale de la calpastatine du foie humain (No. 
d'accession M86258, séquence totale: 2493 pb et 708 résidus d'acides aminés). 
Quelques différences mineures ont été observées au niveau de la séquence. 
Premièrement, l'homologie de la séquence nucléotidique avec la calpastatine 
humaine se termine à la position 2384, 95 pb en aval du codon de terminaison de la 
traduction (TAA: codon stop) aux positions 2287-2289. Par contre, la séquence 
publiée se termine 204 nucléotides après le codon stop (Asada et al., 1989). 
Toutefois, cette différence n'affecte en aucun cas l'homologie et la séquence 
peptidique puisqu'il s'agit d'une région non codante du clone. Deuxièmement, une 
substitution nucléotidique (G ~ A) à la position 1937 du clone RA-1 représente la 
seule différence nucléotidique entre le clone RA-1 et la séquence correspondant aux 
domaines 3 et 4 de la calpastatine humaine (Figure 28). Cette substitution résulte 
également en remplacement du résidu glycine par le glutamate à la position 592 de 
la séquence peptidique. Par contre, les séquences peptidiques de la calpastatine de 
porc et de lapin possèdent également un résidu glutamate à cette même position 
lorsqu'elles sont comparées à la séquence de la calpastatine humaine (Asada et al., 
1989). Cette substitution se situe dans une région hautement conservée de la 
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molécule et suggère la possibilité qu'une erreur se soit glissée au niveau de la 
séquence nucléotidique de la calpastatine du foie humain. 
La séquence de 708 acides aminés de la calpastatine humaine est subdivisée en 5 
domaines (L, 1, 2, 3 et 4), dont 4 domaines en COOH-terminal associés à l'activité 
inhibitrice de la protéine (Figure 29). Le clone RA-1 code pour 284 résidus d'acides 
aminés en COOH-terminal du polypeptide et correspond à environ 40% de la 
molécule. Ce polypeptide se rapporte aux domaines 3 et 4, qui possèdent tous deux 
la séquence consensus associée à l'activité inhibitrice de la calpastatine (Figure 29). 
3.17 Expression de l'ADNc RA-1 et purification des protéines de fusion et 
recombinante. L'ADNc du clone RA-1 a été sous-cloné dans le vecteur 
d'expression pGEX-4T-1 afin d'induire la synthèse de la protéine recombinante 
(Figure 30A). Le yecteur pGEX-4T-1 choisi possède le cadre de lecture approprié 
pour l'expression d'ADNc isolés du site EcoRI de Â.gtll. L'insertion et l'orientation 
du fragment RA-1 ont été vérifiées par la digestion avec EcoRI et Pst I 
respectivement (Figure 30A et B). L'analyse sur gel d'agarose des fragments 
obtenus par digestion avec EcoRI confirme la ligation de l'ADNc de 950 pb dans le 
vecteur (Figure 30B, ligne 1 ), tandis que celle effectuée avec Pst I confirme 
l'orientation de l'insert dans le sens approprié pour l'expression de la protéine 
recombinante (Figure 30B, ligne 2). 
La protéine de fusion GST-RA-1 exprimée dans E. coli PR 7 45 Ion- a été purifiée 
par affinité, clivée de la protéine porteuse GST et identifiée par SDS-PAGE et par 
immunobuvardage avec le mélange de sérums de PR utilisé pour le criblage de la 
bibliothèque (Figure 31). À la suite de l'induction par l'IPTG, la GST-RA-1 
exprimée possède le poids moléculaire estimé de 65 kD (Figure 3 lA, ligne 2). Deux 
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bandes polypeptidiques majeures ont été purifiées par affinité sur colonne de 
Glutathione Sépharose, en utilisant un lysat de bactéries transformées avec pGEX-
4T-l/RA-1 et induites avec l'IPTG (Figure 31A, ligne 5). En immunobuvardage, la 
bande supérieure est fortement reconnue par le mélange de sérums rhumatoïdes 
(Figure 3 lB, ligne 5). Certaines bandes de plus faible poids moléculaire sont aussi 
reconnues par le mélange de sérums et semblent représenter des produits de 
dégradation de la protéine de fusion. De plus, une bande de 65 kD est reconnue tant 
au niveau des bactéries transformées non induites (Figure 31B, ligne 1) qu'au niveau 
des bactéries transformées avec pGEX-4T-1 seul, induites ou non (Figure 31B, 
lignes 3 et 4). Cette bande polypeptidique représente nécessairement une protéine 
bactérienne, d'une part, puisqu'elle n'est pas subséquemment purifiée par affinité sur 
la colonne de Glutathione Sépharose (Figure 31A et B, ligne 6) et d'autre part, 
puisqu'elle est éliminée lorsque les anticorps naturels sont absorbés avec des 
protéines bactériennes (résultats non présentés). Le clivage de la RA-lr de sa 
protéine porteuse GST par la thrombine produit deux bandes antigéniques possédant 
des poids moléculaires apparents de 43 et 47 kD. Le poids moléculaire de la RA-lr 
est toutefois· estimé à 36 kD. Le mélange de sérums rhumatoïdes reconnaît 
fortement les deux bandes polypeptidiques associées à la RA-lr (Figure 31B, ligne 
7). Dans certaines préparations (telles que celle-ci), la réaction de clivage par la 
thrombine donne des bandes polypeptidiques additionnelles (Figure 31A, ligne 7). 
Ces bandes ne sont toutefois pas reconnues par le mélange sérique de même que par 
deux sérums provenant du mélange testés individuellement (Figure 32B, lignes 1 et 
2). 
En utilisant la préparation purifiée de RA-lr, deux bandes polypeptidiques n'ayant 
pas rapport à la protéine recombinante peuvent être reconnues par certains sérums. 
La première bande possède un poids moléculaire apparent de 40 kD et se situe juste 
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sous les deux bandes associées à la RA-lr en immunobuvardage (Figure 32B). La 
détection de cette bande polypeptidique semble toutefois être indépendante de la 
reconnaissance des deux bandes associées à la RA-lr. Tel que la figure 32B le 
démontre, le sérum incubé à la ligne 1 ne détecte pas cette bande inférieure, les 
sérums dans les lignes 6 à 9 reconnaissent les trois bandes, tandis que le sérum à la 
ligne 10, considéré anti-RA-1 négatif, ne reconnaît que la bande de 40 kD. De plus, 
le même sérum incubé à la ligne 10 ne détecte aucunement la GST-RA-1 (Figure 
32B, ligne 10). Ce patron de reconnaissance suggère donc que la bande de 40 kD 
n'est pas associée à la RA-lr. La deuxième bande polypeptidique identifiée par 
certains sérums possède un poids moléculaire d'environ 75 kD (Figure 31B, ligne 7). 
Cette bande est vraisemblablement une protéine de E. coli produite par le gène dnaK 
qui co-purifie avec la protéine recombinante (Sherman et Goldberg, 1992) et qui est 
reconnue par les anticorps naturels de sérums non absorbés. En fait, cette réactivité 
dirigée contre la b~nde de 75 kD a été totalement éliminée par l'absorption de sérums 
avec un lysat de E. coli (résultats non présentés). Finalement, le mélange sérique ne 
détecte aucune bande avec la GST purifiée (Figure 31B, ligne 6) ou avec les réactifs 
du clivage témoin (i.e. sans la protéine recombinante) (Figure 31B, ligne 8). 
L'ensemble de ces résultats montre une réactivité importante des sérums rhumatoïdes 
contre la RA-lr, sans aucune détection de la portion GST. 
3.18 Détection des anticorps dirigés contre la RA-1 de fusion et recombinante 
dans les sérums de patients rhumatoüles et de témoins. Des immunobuvardages 
avec la GST-RA-1 et la RA-lr ont été effectués afin d'évaluer la réactivité de 97 
sérums individuels contre le polypeptide RA-1 (Tableau 6 et Figure 32). Une 
réactivité contre des bandes polypeptidiques bactériennes, de poids moléculaires 
inférieurs à la protéine de fusion, a toutefois été observée lorsque les sérums ont été 
testés avec la GST-RA-1 (Figure 32A). Les résultats obtenus avec la GST-RA-1 
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sont similaires à ceux obtenus avec la RA-lr. Les deux bandes polypeptidiques 
associées à la RA- lr ont été reconnues par 21 des 44 ( 45.5%) sérums de PR, 2 des 
43 (4.7%) sérums provenant de patients non-rhumatoïdes et aucun des 10 sérums 
normaux (Tableau 6). Les 2 sérums non rhumatoïdes proviennent de patients atteints 
d'arthrose. Ces résultats démontrent que les patients atteints de maladies 
rhumatismales produisent des autoanticorps circulants dirigés spécifiquement contre 
un polypeptide associé à deux domaines fonctionnels de la calpastatine humaine. 
Ces données suggèrent également que les anticorps anti-calpastatine sont 
préférentiellement associés à la PR. 
3.19 L'antigène Sa versus la calpastatine. Malgré l'absence de données définitives 
démontrant un lien immuno-moléculaire entre les deux systèmes, des expériences et 
des analyses comparatives ont été réalisées. Du fait que la fréquence des anticorps 
anti-RA-lr (45.5% des PR et 3.8% des témoins) est relativement similaire à celle 
obtenue avec les anticorps anti-Sa dans les PR (42.7%) et dans les témoins (1.3%), 
les 97 sérums analysés avec la RA-lr ont aussi été testés en immunobuvardage pour 
leur réactivité contre le polypeptide Sa isolé du placenta humain (Tableau 7). La 
corrélation entre le système Sa et la calpastatine suggère que les deux antigènes 
semblent distincts et qu'ils peuvent être reconnu soit par deux sous populations 
d'anticorps, soit par des anticorps reconnaissants des déterminants antigéniques 
communs entre les deux protéines. Au total, 31 sérums de PR étaient concordants 
(18 positifs pour les deux systèmes et 13 négatifs pour les deux systèmes) et 13 
étaient discordants (3 uniquement positifs pour la RA-1 et 10 uniquement positifs 
pour le Sa). Les 53 sérums témoins provenant de patients et de normaux ont tous été 
anti-Sa négatifs, tandis que deux ont été anti-RA-1 positifs. 
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Des absoptions de sérums ont été effectuées dans le but d'analyser la relation 
antigénique possible entre l'autoantigène Sa de l'EPH et le polypeptide RA-1 isolé 
de la bibliothèque d'expression d'ADNc de placenta humain (Figures 33 et 34). Des 
sérums positifs pour les deux systèmes ont été sélectionnés, absorbés ou non avec les 
sources antigéniques respectives et testés en immunobuvardage avec l'EPH. Un 
sérum non absorbé, traité dans les mêmes conditions qu'un sérum absorbé mais sans 
source antigénique, reconnaît le triplet polypeptidique associé à l'antigène Sa 
placentaire (Figure 33A, ligne 1). L'intensité du signal obtenu par ce sérum a été 
considéré comme 100% de la réactivité anti-Sa en analyse d'image (Figure 33B, 
ligne 1). La réactivité contre les trois bandes polypeptidiques a été totalement abolie 
par l'absorption du sérum avec 5 et 10 mg d'EPH semi-purifié (Figure 33A et B, 
lignes 2 et 3). Lorsque ce même sérum a été absorbé avec 100 et 200 µg de RA-lr, 
la réactivité anti-Sa est réduite de 50 à 70% (Figure 33A et B, lignes 4 et 5). 
Étrangement, cettç réactivité n'est pas réduite de façon dose dépendante selon la 
quantité de protéine recombinante utilisée pour l'absorption. De plus, la 
reconnaissance de l'antigène Sa est réduite de plus de 70% par l'absorption avec 1 
mg de GST ..... RA-1 (Figure 33A et B, ligne 6). L'absorption d'un second sérum 
rhumatoïde révèle des résultats similaires avec une inhibition de plus de 90% de la 
réactivité contre le polypeptide Sa (Figure 34A et B). Contrairement aux 
observations effectuées avec le sérum de la figure 33, les résultats obtenus par 
l'absorption de ce sérum avec la RA-lr révèlent une inhibition dose dépendante 
(Figure 34A et B, lignes 4 et 5). De façon intéressante, l'absorption de la réactivité 
des trois bandes polypeptidiques, soit avec la GST-RA-1 ou la RA-lr, semble être 
non proportionnelle (Figures 33 et 34, lignes 4, 5 et 6). Ce taux d'élimination de 
réactivité anti-Sa peut être expliqué soit par un partage antigénique uniquement 
entre les deux bandes inférieures (50 et 49 kD) de l'antigène Sa et la RA-lr, soit par 
l'absence d'une protéine recombinante possédant la pleine longueur de la 
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calpastatine. Ces résultats préliminaires suggèrent donc un partage de déterminants 
antigéniques entre les épitopes de l'antigène Sa et ceux de la protéine RA-lr, sans 
toutefois démontrer une identité entre les deux molécules. Des expériences plus 
poussées devront toutefois être effectuées dans le but de déterminer l'association 
définitive entre ces deux systèmes. 
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DISCUSSION 
La polyarthrite rhumatoïde est l'une des arthrites les plus communes chez l'humain et 
ses manifestations chroniques engendrent des conséquences à long terme chez 
l'individu affecté par la maladie. La maladie se caractérise particulièrement par une 
inflammation articulaire, avec des manifestations extra-articulaires englobant 
plusieurs conditions cliniques diverses. Le syndrome rhumatoïde est reconnu depuis 
longtemps comme une maladie autoimmune systémique typique. La 
physiopathologie de la PR est centrée sur des phénomènes dysimmunitaires tant 
cellulaires qu'humoraux qui aboutissent à une destruction des structures articulaires. 
Le déclencheur de ces évènements est toujours inconnu mais on soupçonne 
l'implication d'autoanticorps comme le facteur rhumatoïde dans la formation et la 
déposition de complexes immuns dans l'articulation et possiblement dans le 
dérèglement de l'homéostasie lymphoïde chez ces patients. Malheureusement, le FR 
n'est pas un marqueur sérologique très spécifique de la PR. Si un tel marqueur 
existait, il pourrait possiblement appuyer certaines hypothèses à la base de 
l'inflammation articulaire rhumatoïde et peut-être même conduire au facteur 
étiologique de la PR. 
Un grand nombre d'études ont été centrées sur l'identification d'autoantigènes ayant 
des fonctions cellulaires importantes et pouvant induire la production d'autoanticorps 
particuliers chez les patients atteints de maladies autoimmunes systémiques. Le 
travail présenté dans notre étude est centré principalement sur la caractérisation de 
deux nouveaux systèmes autoimmuns spécifiquement associés à la polyarthrite 
rhumatoïde. Premièrement, le système autoimmun Sa/anti-Sa semble être un 
candidat potentiel comme marqueur sérologique spécifique pour la maladie. Les 
autoanticorps anti-Sa sont détectés tant au niveau précoce qu'au cours de l'évolution 
de la maladie. Deuxièmement, à l'aide de sérums de PR pré-sélectionnés selon des 
critères stricts de sérologie autoimmune, cette étude décrit l'identification et le 
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clonage d'un ADNc codant pour une portion de la calpastatine humaine. La 
calpastatine est l'inhibiteur naturel des calpaïnes, des protéinases à cystéine activées 
par le Ca++. Les calpaïnes sont impliquées dans la transmission de signaux 
intracellulaires et de façon intéressante, sont capables de dégrader, voire même 
détruire, les protéines de la matrice intercellulaire, telles que les composantes 
articulaires. La protéine recombinante RA-1 correspondant aux domaines 3 et 4 de 
la calpastatine humaine est détectée spécifiquement par les sérums d'environ 40 à 
50% des patients rhumatoïdes. L'immunoréactivité dirigée contre la calpastatine 
suggère une implication possible des autoanticorps anti-calpastatine dans la 
pathogénèse de la maladie. 
Le système autoimmun Sa/anti-Sa est un marqueur spécifiquement 
associé à la PR. 
Au cours des 20 dernières années, l'identification de nouveaux autoanticorps d'intérêt 
clinique a permis de développer et de raffiner le diagnostic de même que le suivi de 
patients souffrant de certaines collagénoses, incluant le LED, le SS, la sclérodermie, 
la myosite et certaines vasculites, particulièrement la granulomatose de Wegener 
(Warner, 1994). Par exemple, les sérums de patients atteints de LED possèdent des 
autoanticorps qui sont cliniquement importants pour le diagnostic et la classification 
de la maladie (Tan et al., 1982). Ceux-ci incluent des anticorps spécifiquement 
associés à la maladie, tels que les anti-Sm et les anti-ADN double brin, et des 
anticorps associés à certaines manifestations cliniques, tels que les anti-SS-A(Ro), 
les anti-SS-B(La) et les anti-Ul RNP. Comme pour les autres maladies 
rhumatismales inflammatoires, plusieurs séries d'études ont identifié dans les sérums 
de patients souffrant de PR certaines populations d1autoanticorps, particulièrement le 
FR, les anti-collagène de type II, l'anti-HaT-1, les anti-ANEB-1 et -2, les anti-
HSP, l'anti-SS-A(Ro), l'anti-RA33, le FAP et l1anti-filaggrine. Le FR, qui, est 
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jusqu'à maintenant utilisé comme marqueur diagnostique en clinique, est présent 
dans une multitude de maladies autoimmunes et sa production semble être le résultat 
d'une réponse secondaire à une stimulation prolongée du système immunitaire. À 
l'exception des "anticorps anti-kératine" décrits il y a plus de 15 ans (Young et al., 
1979) et reconnus actuellement comme des autoanticorps dirigés contre la filaggrine 
(Simon et al., 1993), aucun des autres systèmes immuns n'a été reconnu comme un 
stimulus de la réponse immune dans la PR ou comme un marqueur spécifique pour 
la maladie. En analysant la réactivité de sérums de patients rhumatoïdes avec des 
extraits de tissus humains en immunobuvardage, nous avons identifié une nouvelle 
population d'autoanticorps dirigés contre une protéine d'environ 50 kD de poids 
moléculaire. Les résultats obtenus dans cette étude démontrent que ce nouveau 
système autoimmun est spécifique pour la PR et possède plusieurs caractéristiques 
particulières. Ces caractéristiques, détaillées ci-après, peuvent expliquer pourquoi 
de nombreux travaux antérieurs, orientés sur l'identification de marqueurs 
sérologiques spécifiques pour la PR, n'auraient pas réussi à identifier l'autoantigène 
Sa. 
Premièrement, la détection initiale des autoanticorps anti-Sa a été strictement 
effectuée par immunobuvardage. Contrairement à la plupart des systèmes 
autoimmuns décrits précédemment, les anticorps anti-Sa n'arrivent ni à former de 
bande de précipitation en immunodiffusion sur gel d'agarose, ni à produire de patron 
d'immunofluorescence définitif. Toutefois, nous avons obtenus des résultats 
ambigus démontrant un marquage au niveau cytoplasmique lorsque des sérums de 
patients anti-Sa positifs ou des anticorps anti-Sa purifiés ont été analysés en 
immunoflorescence sur des coupes fraîches de placenta humain. La présence du FR 
dans la plupart des sérums de patients atteints de PR pose un problème de liaison 
non spécifique sérieux en sachant que les coupes de tissus humains, tels que la rate, 
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le placenta et la membrane synoviale, sont particulièrement riches en 
immunoglobulines. Le développement d'un essai immunoenzymatique tel que 
l'ELISA ou d'une méthode d'agglutination efficace n'a pas été applicable en utilisant 
à la fois des extraits de tissus semi-purifiés contenant plusieurs protéines différentes 
et des sérums hyperimmuns provenant de divers patients. Il a également été 
impossible d'immunoprécipiter l'autoantigène Sa à partir d'extraits de tissus ou de 
fractions solubles de lysats de diverses lignées cellulaires. L'immunobuvardage, 
utilisé ici pour identifier le système Sa/anti-Sa, semble donc être la technique idéale 
pour l'identification et la caractérisation d'une protéine antigénique présente dans un 
extrait tissulaire semi-purifié. La purification de l'antigène Sa par HPLC, contrôlée 
par immunobuvardage, nous a permis de mettre au point un ELISA semi-quantitatif 
pour la détection des anticorps anti-Sa. La réactivité des anticorps anti-Sa semble 
donc être limitée à une reconnaissance de l'antigène Sa lié à un substrat de PVC en 
ELISA ou sous sa. forme dénaturée en immunobuvardage. De plus, les protocoles 
d'absorptions de sérums anti-Sa positifs avec l'EPH ont démontrés la capacité de 
liaison des anticorps anti-Sa avec l'antigène Sa en solution. Ces résultats vont 
toutefois à l'encontre de ceux obtenus en immunodiffusion, où il a été impossible de 
détecter de bande de précipitation, de même qu'en IFI avec l'absence de marquage 
spécifique. Ces dernières observations peuvent-être la conséquence d'une 
concentration trop faible d'antigène Sa au niveau des sources antigéniques et des 
substrats utilisés ou d'une faible sensibilité des techniques d'immunodiffusion et 
d'immunofluorescence. Les résultats suggèrent donc que les autoanticorps anti-Sa 
reconnaissent possiblement l'antigène Sa sous sa forme native et/ou sous sa forme 
dénaturée. D'autre part, il est toutefois possible que l'antigène Sa soit sous forme 
dénaturé in vivo ou qu'il soit dénaturé lors de l'extraction du tissu et que les anticorps 
anti-Sa le détectent sous une forme dénaturée en ELISA. La possibilité d'identifier 
l'antigène Sa en ELISA peut être une méthode utile d'une part pour le suivi de la 
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purification ultérieure de l'antigène et d'autre part pour le dépistage des autoanticorps 
anti-Sa. Par contre, en raison de protéines contaminantes présentes à cette étape de 
purification, la réactivité d'un sérum doit nécessairement être confirmée par 
immunobuvardage. 
Deuxièmement, la préparation de quantités suffisantes d'antigène Sa semi-purifié 
sur DEAE a été laborieuse et extrêmement difficile. Parce que la majeure partie des 
populations d'autoanticorps, tels que les anticorps anti-SS-A(Ro), ciblent 
spécifiquement des épitopes présents chez l'humain (Boire et Craft, 1989; Reichlin et 
Reichlin, 1989), l'utilisation de tissus humains comme source antigénique semblait 
préférable afin d'identifier et de caractériser de nouveaux systèmes autoimmuns. La 
méthode d'extraction antigénique, initialement développée pour isoler les antigènes 
SS-A(Ro) et SS-B(La), a peut-être été sous-optimale pour l'isolement de l'antigène 
Sa. L'identification de la protéine antigénique dans des extraits de rate humaine 
semble appuyer cette observation, puisque seulement 3 extraits sur 10 ont donné des 
concentrations satisfaisantes de l'antigène. Contrairement aux systèmes Ro et La, 
l'antigène Sa n'a pu être détecté en quantité suffisante dans des extraits de cellules en 
culture. De plus, la caractérisation immunochimique entre l'antigène Sa placentaire 
humain et bovin montre une réactivité préférentielle des autoanticorps anti-Sa 
purifiés par affinité avec la protéine antigénique isolée du tissu humain. Mis à part 
l'existence de sérums rhumatoïdes spécifiques avec de hauts titres d'anticorps anti-
Sa, il est donc possible que l'antigène Sa ait été indétectable, ignoré ou simplement 
considéré comme un artefact non reproductible. Par la suite, l'autoantigène Sa a été 
identifié avec des concentrations satisfaisantes dans l'ensemble des extraits de 
placenta effectués. De plus, l'antigène Sa a été isolé avec succès dans plusieurs 
extraits de membrane synoviale rhumatoïde. La présence de l'antigène Sa dans le 
placenta humain a donc facilité l'isolement, la purification et la caractérisation du 
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système Sa. La protéine antigénique reconnue par les autoanticorps anti-Sa au 
niveau des extraits de placenta et de synoviale rhumatoïde est composée de trois 
bandes polypeptidiques de 53, 50 et 49 kD. Par contre, l'antigène Sa isolé de la rate 
humaine est composé d'un doublet polypeptidique de 50 kD. Malgré cette 
divergence de migration du polypeptide, les autoanticorps anti-Sa purifiés 
reconnaissent les mêmes déterminants antigéniques entre les antigènes Sa 
placentaire, splénique et synovial. Cette différence peut être le résultat d'une 
protéolyse moins importante lorsque la protéine est isolée de tissu frais tels que le 
placenta et la membrane synoviale, comparativement à la rate obtenue à la suite 
d'autopsie et où l'activité protéolytique risque d'être beaucoup plus importante. 
Effectivement, le poids moléculaire de l'antigène Sa diminue progressivement et son 
antigénicité s'atténue jusqu'à une disparition complète de l'immunoréactivité lorsque 
l'ERH est soumis à une protéolyse prononcée (résultats non présentés). D'autre part, 
l'existence d'isofoones du polypeptide Sa, obtenus à la suite d'épissages alternatifs 
ou de modifications post-transcriptionnelles différentes entre les tissus, pourrait être 
une seconde explication possible de la différence de taille de l'antigène Sa observée. 
Afin de vérifier la relation immunochimique entre les différentes bandes du même 
polypeptide, les anticorps dirigés contre chacune d'entre-elles ont été purifiés par 
affinité sur nitrocellulose. L'analyse de la réactivité croisée montre que chacune des 
bandes polypeptidiques partagent des déterminants antigéniques identiques et 
semblent correspondre à la même protéine ou à des protéines partageant des 
déterminants antigéniques communs. Le patron de reconnaissance de même que le 
degré de réactivité croisée observé entre les extraits de placenta et de synoviale 
rhumatoïde semblent toutefois être plus étroitement apparentés. Ce patron de 
reconnaissance obtenu en utilisant l'ERH est probablement le résultat d'une 
protéolyse excessive. De plus, le dépistage de certains sérums anti-Sa ( 40 patients) 
a été effectué de façon simultanée sur l'ERH et sur l'EPH. Les données recueillies 
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montrent une fois de plus que ces deux extraits possèdent des déterminants 
antigéniques identiques puisque les réactivités obtenues par immunobuvardage sont 
reproductibles d'un extrait à l'autre. L'autoantigène Sa apparaît donc comme un 
constituant normal de tissus humains tels que la rate et le placenta. 
Troisièmement, cette étude montre avec évidence que l'autoantigène Sa est à la fois 
présent à des concentrations significatives dans les tissus synoviaux de patients 
atteints de PR et reconnu spécifiquement tant par les sérums anti-Sa positifs que par 
les liquides synoviaux provenants de certains de ces patients. Ces observations 
suggèrent fortement que la réponse autoimmune humorale peut cibler l'antigène Sa 
au site même de l'inflammation articulaire. À partir de ces résultats préliminaires, il 
est toutefois impossible de conclure que l'autoantigène Sa stimule directement la 
réponse autoimmune dans la PR, ou qu'il s'agisse d'une réponse secondaire à 
l'inflammation initjée via un mécanisme toujours inconnu. L'identification de 
l'antigène Sa dans des tissus normaux, tels que le placenta et la rate, de même que 
dans la membrane synoviale rhumatoïde, semble nettement indiquer que cette 
protéine n'est pas de nature exogène, i.e. n'apparaît pas de novo dans le tissu synovial 
à la suite d'une infection bactérienne ou virale quelconque. La difficulté d'obtenir du 
tissu synovial normal nous empêche de conclure que l'antigène Sa est un constituant 
normal ou qu'il résulte d'une surexpression dans le tissu synovial à la suite d'une 
réponse inflammatoire aggressive. La présence de l'antigène dans l'ensemble des 
extraits de placenta vient toutefois appuyer l'hypothèse qu'il ne s'agit pas d'une 
surexpression de l'autoantigène. Les résultats obtenus dans les expériences 
comparatives entre l'antigène Sa et les extraits de tissus articulaires humains et 
canins suggèrent clairement qu'il ne s'agit pas d'une réactivité dirigée contre les 
composantes du cartilage articulaire, incluant le collagène de type II. Ces résultats 
centrés sur la caractérisation de l'antigène Sa au niveau du tissu synovial suggèrent, 
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une fois de plus, que cette protéine représente un autoantigène important dans la PR. 
Récemment, certains auteurs se sont attardés à l'identification de protéines du tissu 
synovial rhumatoïde détectées par des anticorps présents dans les liquides synoviaux 
de patients atteints de PR (Lafyatis et al., 1992). Plusieurs antigènes ont été 
identifiés par ces liquides synoviaux, dont une série de bandes polypeptidiques 
possédant des poids moléculaires entre 43 et 53 kD. Toutefois, en raison de 
l'utilisation d'extraits bruts (non purifiés) de synoviales rhumatoïdes, du petit nombre 
de liquides synoviaux rhumatoïdes testés et de l'absence de caractérisation 
approfondie des protéines antigéniques, il est impossible de déterminer si l'une ou 
l'autre de ces bandes polypeptidiques correspond spécifiquement à l'antigène Sa. 
Quatrièmement, la détection des anticorps anti-Sa dans les sérums de patients est 
particulièrement spécifique pour la PR. Dû à un intérêt de moins en moins marqué 
de la recherche axée sur l'étude de la réponse autoimmune humorale rhumatoïde, 
comparativement au LED, par exemple, la réactivité anti-Sa n'a peut-être pas été 
examinée de façon systématique. 
La protéine autoantigénique ciblée par les anticorps anti-Sa est composée de bandes 
polypeptidiques non sialylées de poids moléculaires se situant à environ 50 kD et 
n'interagissant pas avec les acides nucléiques. Ces caractéristiques permettent déjà 
de distinguer l'antigène Sa de plusieurs autres autoantigènes décrits précédemment 
(Tan, 1989, 1991). Malgré l'absence d'évidence d'une implication pathogénique dans 
la maladie, plusieurs observations décrites dans cette étude appuient l'implication 
d'un rôle significatif des autoanticorps anti-Sa dans la PR. Premièrement, en 
criblant des sérums provenant de différents patients par la méthode 
d'immunobuvardage avec l'antigène Sa semi-purifié, plus de 40% des patients 
rhumatoïdes produisent des anticorps anti-Sa. Deuxièmement, les anticorps anti-Sa 
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sont pratiquement absents dans l'ensemble des sérums de patients souffrant de 
diverses maladies rhumatismales non-rhumatoïdes et d'individus normaux. La 
spécificité remarquable de même que la valeur prédictive positive élevée du système 
anti-Sa dans la PR suggèrent que ces autoanticorps peuvent être complémentaires au 
FR, voir même le surpasser, dans le diagnostic de la maladie. Il faudra toutefois 
vérifier si cette spécificité demeurera aussi grande en testant un plus grand nombre 
de patients, d'autres populations de malades ou en utilisant des immunoessais plus 
sensibles que l'immunobuvardage. L'utilisation d'essais immunodiagnostiques 
ultrasensibles tels que l'ELISA conduit parfois à des résultats dont la sensibilité est 
de loin plus grande mais avec une spécificité diminuée. Si la sensibilité, la 
spécificité et la valeur prédictive positive restent inchangées ou presque, le système 
anti-Sa pourrait représenter un marqueur immunodiagnostique majeur de la PR et un 
outil formidable pour l'étude et la caractérisation des mécanismes pathogéniques 
conduisant aux mqnifestations rhumatoïdes. Troisièmement, les anticorps anti-Sa 
d'isotype IgG ont été détectés dans des phases précoces du développement de la PR. 
L'analyse des sous-classes d'IgG impliquées dans la réponse anti-Sa suggère que 
ces autoanticorps se caractérisent plus particulièrement par la prédominance de la 
sous-classe IgG3 mais aussi par les trois autres sous-classes. Ces observations 
appuient l'hypothèse qu'une réponse autoimmune spécifique pour un antigène donné 
est en cours. Des résultats préliminaires ont démontrés une faible prédominance de 
la réponse anti-Sa d'isotype IgM. Sur 12 patients analysés, 2 seuls sérums 
provenant de patients atteints d'une PR sévère se sont révélés anti-Sa positifs tant 
pour l'isotype IgG que IgM. La corrélation entre le stade de la maladie (PR 
débutante vs. sévère), les sous-classes d'immunoglobulines anti-Sa impliquées et la 
présence de FR devra faire l'objet d'une étude systématique ultérieure. 
Quatrièmement, les résultats montrant la présence de concentrations significatives 
d'antigène Sa dans le tissu synovial rhumatoïde nous permet de poser l'hypothèse de 
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la production possible d'anticorps anti-Sa in situ. Toutefois, ces autoanticorps 
peuvent tout simplement provenir de la circulation plasmatique. En effet, les 
patients rhumatoïdes anti-Sa positifs au niveau sérique possèdent également de ces 
autoanticorps au niveau du liquide synovial. De plus, lorsque les échantillons de 
sérum et de liquide synovial ont été prélevés de façon simultanée chez un même 
patient, les titres des anticorps anti-Sa obtenus étaient comparables. La présence de 
l'antigène Sa dans le tissu synovial de même que des anticorps anti-Sa dans le 
liquide synovial permettent de poser l'hypothèse de la possibilité de formation de 
complexes immuns au site même de l'inflammation articulaire et suggèrent en plus la 
possibilité d'un rôle pathogénique des anticorps anti-Sa dans l'initiation ou le 
maintien du processus destructif observé dans la PR. Toutefois, la présence de 
complexes immuns Sa/anti-Sa dans l'articulation reste à être démontrée afin 
d'appuyer cette hypothèse. Cinquièmement, des résultats préliminaires concernant 
l'analyse en série d~ la réponse anti-Sa au cours de l'évolution et du traitement de la 
PR suggèrent que le titre des autoanticorps peut varier avec l'activité de la maladie 
ou avec un traitement efficace contrôlant la réponse inflammatoire articulaire. 
Toutefois, l'analyse systématique de la réponse anti-Sa au cours de l'évolution de la 
maladie fait l'objet d'une étude clinique en elle-même. 
La purification ultérieure de l'EPH par chromatographie d'échange d'ions en 
gradient, où les fractions ont été suivies par ELISA et par immunobuvardage, nous a 
permis de montrer que l'antigène Sa élue du DEAE à des concentrations de NaCl se 
situant entre 210 et 240 mM. L'analyse des fractions riches en antigène Sa par 
SOS-PAGE et immunobuvardage à l'aide de conditions de séparation permettant une 
meilleure résolution ne nous a pas permis d'obtenir la triade polypeptidique pure. 
Par contre, lorsque les trois bandes immunoréactives de l'antigène Sa (53, 50 et 49 
kD) ont été analysées sur gel de polyacrylamide coloré à l'argent, les bandes 
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polypeptidiques semblaient suffisamment bien isolées les unes des autres pour tenter 
un microséquençage peptidique. Les résultats du microséquençage sur PVDF de ces 
trois bandes polypeptidiques ont révélé que l'autoantigène Sa semble étrangement 
associé à deux protéines différentes. Lorsque comparées à des banques de 
séquences peptidiques (GenBank, SwissProt et NBRF), les deux bandes de plus 
faible poids moléculaire (bandes de 49 et 50 kD) ont démontré des séquences en N-
terminal apparentées avec les résidus 71-89 de la vimentine humaine avec une 
homologie de 62.5% sur un total de 16 acides aminés. Remarquablement, les 
résultats de microséquence de ces deux bandes polypeptidiques homologues à la 
vimentine ont été obtenus à deux reprises en utilisant des extraits placentaires 
purifiés différents. Par ailleurs, le microséquençage en N-terminale de la bande 
polypeptidique de haut poids moléculaire (53 kD) a démontré une homologie de 
100% (sur 20 résidus d'acides aminés) avec la sous-unité f3 de la prolyl 4-
hydroxylase ou la PDI. Suite à ces résultats, il a été initialement proposé que 
l'antigène Sa soit composé de deux protéines distinctes avec des déterminants 
antigéniques communs reconnus par la même population d'autoanticorps. Cette 
hypothèse semble très peu probable puisqu'aucun partage peptidique n'a été obtenu 
entre la vimentine humaine et la PDI humaine à la suite de l'analyse comparative de 
l'homologie de séquence entre ces protéines via les banques peptidiques 
informatisées. De plus, cette différence d'homologie entre la bande de 53 kD et les 
deux bandes de 49 et 50 kD associées à l'antigène Sa ne correspond pas aux 
caractéristiques immunochimiques de la protéine montrant une réactivité croisée 
intense en utilisant des anticorps élués par affinité à partir de l'une ou l'autre des trois 
bandes polypeptidiques. Il est difficile d'expliquer pourquoi ces résultats de 
microséquençage correspondent à deux protéines de nature distinctes, d'une part, et 
d'autre part pour quelle raison la vimentine ne serait pas présente au niveau de la 
bande de 53 kD puisque son poids moléculaire est d'environ 52 kD. Une première 
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explication possible est que la PDI soit présente de façon primordiale au niveau de la 
bande de 53 kD, ne permettant pas l'identification du polypeptide associé à la 
vimentine par microséquençage. Une seconde explication est que la vimentine ait 
été dégradée au cours de l'extraction, résultant à deux bandes polypeptidiques de 49 
et 50 kD. 
La vimentine fait partie de la superfamille des filaments intermédiaires, qui sont des 
constituants du cytosquelette des cellules eucaryotes (Nagle, 1994). Cette protéine a 
un poids moléculaire de 52 kD et elle est exprimée dans des cellules d'origine 
mésenchymateuses et épithéliales, particulièrement dans des cellules fibroblastiques. 
De plus, il a été démontré que la vimentine peut être coexprimée avec d'autres 
filaments intermédiaires, tels que la cytokératine et la desmine. Plusieurs travaux 
ont identifié la présence d'autoanticorps dirigés contre la vimentine dans les sérums 
de patients atteint~ de diverses maladies rhumatismales, incluant la PR, le LED, le 
SS (Alcover et al., 1984, 1985; Fabregas-Canales et al., 1989; Sanchez et al., 1990; 
Senecal et al., 1993). Par conséquent, la prévalence (- 10%) et la spécificité de ces 
autoanticorps· ne semblent pas indiquer un intérêt particulier comme marqueur 
diagnostique pour la PR. Face à ces observations, deux séries d'expériences ont été 
réalisées afin de vérifier l'existence d'une homologie possible entre l'antigène Sa et la 
vimentine. Premièrement, des sérums rhumatoïdes anti-Sa positifs et des témoins 
ont été testés en immunobuvardage avec l'une ou l'autre des sources antigéniques. 
Bien que certains sérums détectent la vimentine, il n'existe pas de corrélation 
évidente entre la réactivité contre l'antigène Sa et la vimentine. Deuxièmement, des 
expériences d'absorptions croisées de sérums anti-Sa positifs et de témoins ont été 
effectuées en utilisant l'antigène Sa semi-purifié, différentes sources de FI purifiés 
de même que de la vimentine bovine purifiée commerciale. De plus, des anticorps 
anti-Sa purifiés par immunoaffinité et des anticorps polyclonaux et monoclonaux 
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dirigés contre la vimentine ont été utilisés afin d'étudier la réactivité croisée entre 
l'antigène Sa et la vimentine en immunobuvardage. L'ensemble des résultats obtenus 
suggèrent que l'antigène Sa n'est pas immunochimiquement lié aux filaments 
intermédiaires, mais peut être associé d'une manière ou d'une autre à un complexe 
macromoléculaire, tel qu'il a été décrit récemment pour le système autoimmun 
filaggrine/anti-filaggrine (Simon et al., 1993). D'autre part, les résultats obtenus à 
l'aide des anticorps monoclonaux et polyclonaux anti-vimentine montrant la 
présence de bandes polypeptidiques liées à la vimentine peuvent suggérer la 
présence de vimentine contaminante lors du microséquençage des bandes 
polypeptidiques associées à l'antigène Sa. 
La prolyl 4-hydroxylase (EC 1.14.11.2) est un polypeptide multifonctionnel 
important dont le rôle est de catalyser l'hydroxylation co- et post-transcriptionelle 
des résidus prolin~ du pro-collagène en collagène (Kivirikko et al., 1989). Cette 
modification s'effectue dans la lumière du réticulum endoplasmique et s'avère 
essentielle pour la formation de molécules en triple-hélice stables à partir de 
monomères de procollagène nouvellement synthétisés. La forme active de l'enzyme 
est tétramérique, composée de 2 chaînes alpha et de 2 chaînes beta (a2 f3 2) ayant un 
poids moléculaire d'environ 240 kD. Les poids moléculaires de chacune des sous-
unités a et f3 sont d'environ 64 kD et 60 kD, respectivement. La sous-unité f3 de la 
prolyl 4-hydroxylase est identique, tant au niveau peptidique que de l'ADNc, à la 
PDI (EC 5.3.4.1) (Koivu et al., 1987) de même qu'à la thyroid hormone binding 
globulin (THBG). En plus d'être la sous-unité f3 de la prolyl 4-hydroxylase, la PDI 
est une protéine eucaryote ubiquitaire, hautement abondante, caractérisée pour 
catalyser la formation de ponts disulfures et l'isomérisation lors de la biosynthèse et 
sécrétion des protéines (Weissman et Kim, 1993). En raison de la présence de PDI 
dans la grande majorité des types cellulaires, l'autoantigène Sa aurait dû avoir été 
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identifié dans les divers extraits de cellules et de lignées cellulaires utilisés dans 
cette étude. Malgré cette divergence difficile à expliquer et face aux résultats 
démontrant une homologie parfaite entre la bande de 53 kD associée à l'antigène Sa 
avec la PDI, l'ADNc commercial de la PDI humaine de 1540 pb a été amplifié par 
PCR et sous-cloné dans un vecteur d'expression (pGEX-KG). Ce polypeptide est 
composé de 491 résidus d'acides aminés et d'une séquence signal de 17 acides 
aminés additionnels (Pihlajaniemi et al., 1987). Les protéines de fusion (GST-PDI) 
et recombinante (PDir), qui possèdent des poids moléculaires respectifs de 84 kD et 
57 kD, ont été exprimées et isolées avec succès. Certains sérums de patients atteints 
de PR, de LED, d'arthrite psoriasique, d'ostéoporose et d'arthrose ont détecté la PDir 
en immunobuvardage. Aucune corrélation n'a pu être établie entre la réactivité 
contre l'antigène Sa et la PDir humaine. Les expériences d'absorptions croisées de 
sérums anti-Sa positifs avec l'EPH ou avec la GST-PDI purifié ne suggèrent pas 
non plus de similarité ou de partage antigénique entre l'antigène Sa et la PDI. Des 
expériences additionnelles ont démontrées qu'à la suite d'absorptions de sérums anti-
PDI positifs avec des lysats de bactéries transformées par le vecteur parental 
(pGEX-KG seul), la réactivité contre la PDir a complètement été éliminée (résultats 
non présentés). Cette observation permet de suggérer, d'une part l'existence de 
protéines homologues à la PDI (PDJ-like) au niveau bactérien et d'autre part, 
l'initiation et la production d'anticorps anti-PDI, sous forme d'anticorps naturels, 
chez certains individus exposés. Cette dernière hypothèse pourrait expliquer la 
réponse anti-PDI non-spécifique, observée dans les sérums de patients atteints de 
maladies rhumatismales diverses. 
L'identification de la PDI comme autoantigène reconnu par certains sérums de 
patients atteints de maladies rhumatismales n'est pas une observation inintéressante. 
Un certain nombre d'études ont démontré l'existence de problèmes au niveau du 
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métabolisme du collagène dans les maladies du tissu conjonctif, principalement via 
une activité augmentée de la prolyl 4-hydroxylase conduisant à la fibrose de certains 
tissus (Kuutti-Savolainen et al., 1980; Kivirikko et al., 1991). De ce fait, plusieurs 
tentatives ont été réalisées dans le but de développer des inhibiteurs de la prolyl 4-
hydroxylase pour supprimer la production excessive de collagène et d'agir comme 
agents anti-fibrotiques dans le traitement de maladies associées à l'accumulation de 
collagène, telle la sclérodermie (Fuller, 1981; Kawaguchi et al., 1992a, 1992b ). 
L'identification d'autoanticorps dirigés contre la PDI chez les patients atteints de 
maladies rhumatismales constitue une observation originale. Leur prévalence, leur 
spécificité, leurs caractéristiques immunochimiques de même que leur rôle 
physiopathologique restent l'objet d'études ultérieures. Enfin, il est théoriquement 
concevable que ces autoanticorps anti-PDI puissent interférer avec les fonctions 
extracellulaires nm:males de la PDI, la prolyl 4-hydroxylase et/ou la THBG. 
Finalement, avec l'ensemble de ces particularités de même que des résultats 
concernant la· caractérisation de l'antigène, le système Sa semble être définitivement 
différent des autres systèmes autoimmuns décrits précédemment comme étant 
associés à la PR. Le système autoimmun Sa/anti-Sa semble être non seulement un 
marqueur potentiel pour le diagnostic de la PR, mais permet également d'initier de 
nouvelles avenues de recherche axées sur la compréhension des mécanismes 
pathophysiologiques de même que sur le traitement de la maladie. Des expériences 
ultérieures devront être àxées sur la purification fine de l'antigène Sa, via des 
méthodes biochimiques et immunologiques plus raffinées dans le but d'isoler les 
bandes polypeptidiques immunoréactives pour ensuite procéder au microséquençage 
afin de cloner l'antigène Sa. 
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Les autoanticorps anti-calpastatine semblent associés au processus 
infla.mmatoire chronique de la PR. 
Certains autoanticorps dirigés contre des constituants cellulaires exprimés à la 
surface des cellules ou sécrétés dans l'environnement extracellulaire peuvent être 
impliqués dans des processus pathogéniques de certaines maladies autoimmunes 
(Tan, 1991; Burman et Baker, 1985; Schonbeck et al., 1990; Plotz, 1992; Naparstek 
et Plotz, 1993). Il existe des évidences que certains autoanticorps associés 
spécifiquement à des maladies autoimmunes ont la capacité d'interagir directement 
avec des enzymes et même de supprimer leur activité enzymatique (Tan, 1991; 
Naparstek et Plotz, 1993). Des travaux réalisés récemment suggèrent que certains 
autoanticorps peuvent également permettre une augmentation de l'activité 
protéolytique de certaines enzymes en bloquant directement leurs inhibiteurs 
spécifiques. Parmi ceux-ci, des anticorps dirigés contre l'inhibiteur Cl ont été 
identifiés dans l~s sérums de patients souffrant de sérieux épisodes d'oedème 
angioneurotique et de déficience acquise en Cl (Jackson, 1991). D'autres études ont 
démontré la présence d'autoanticorps dirigés spécifiquement contre la protéinase 3 
(ou myéloblastine) dans les sérums de patients atteints de granulomatose de 
Wegener. Ces autoanticorps semblent interférer dans l'interaction de cette 
protéinase à sérine avec son inhibiteur naturel, l'a.1-antitrypsine (van de Weil et al., 
1992; Dalpé et al., 1993). L'étude présentée ici, centrée sur l'identification et la 
reconnaissance de la calpastatine humaine comme autoantigénique, semble fournir 
un exemple additionnel de l'existence d'autoanticorps dirigés contre un polypeptide 
recombinant hautement homologue avec une portion d'un inhibiteur de protéinase. 
En criblant une bibliothèque d'expression d'ADNc de placenta humain avec des 
sérums de patients atteints de PR érosive, un fragment de 950 pb (RA-1) codant 
pour un polypeptide possédant une homologie quasi complète (99.89%) avec la 
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calpastatine humaine a été identifié. La calpastatine est composée de 5 domaines 
distincts qui contiennent environ 140 résidus d'acides aminés chacun. Le domaine 
situé en NH2-terminal (domaine L) est non homologue avec les quatre autres 
domaines et ne possède aucune activité inhibitrice. Par contre, chacun des quatre 
domaines situés en COOH-terminal (domaines 1à4) est en grande partie répétitif et 
contient une séquence consensus (TIPPXYR) associée spécifiquement à l'activité 
inhibitrice de la calpastatine. De ce fait, des études récentes effectuées en utilisant 
des fragments d'ADNc sous-clonés et exprimés à l'aide de vecteurs d'expression ont 
démontré avec évidence que chacun des 4 domaines homologues possède la capacité 
d'inhiber l'activité protéinase des calpaïnes (Emori et al., 1988). Le fragment RA-1 
cloné code pour un polypeptide hautement homologue à deux des quatre séquences 
répétitives associées à l'activité inhibitrice, soit les domaines 3 et 4 de la calpastatine 
humaine (Figures 28 et 29). Certaines évidences suggèrent que le clone d'ADNc 
RA-1 provient de. l'ARNm de la calpastatine. En premier lieu, une seule paire de 
base sur un total de 950 pb (i.e. homologie de 99.89%) diffère entre l'ADNc du clone 
RA-1 et la séquence de l'extrémité 3' de l'ADNc de la calpastatine de foie humain 
récemment publiée; notamment, cette homologie de séquence se situe dans la portion 
codante de même que dans la portion non codante de 95 pb adjacente. En second 
lieu, cette seule différence de séquence a également été retrouvée dans un clone 
d'ADNc additionnel codant pour le domaine 4 et l'ensemble de la région 3' non 
codante de la calpastatine, incluant le signal de polyadénylation et la queue poly-A. 
Ce clone additionnel a récemment été obtenu en recriblant la bibliothèque de 
placenta humain avec l'ADNc du clone RA-1 comme sonde (résultats non 
présentés). En troisième lieu, cette différence nucléotidique unique n'est pas 
observée lorsque le clone RA-1 est comparé aux ADNc de la calpastatine de porc de 
même que de lapin. Ces résultats peuvent permettre de suggérer qu'il s'agit soit d'un 
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polymorphisme au niveau de l'ARNm de la calpastatine ou d'une erreur de 
séquençage ayant pu être insérée dans le Genbank pour la calpastatine humaine. 
En exprimant la RA- lr préalablement sous-clonée dans le vecteur d'expression 
pGEX-4T-1, plus de 45% des patients atteints de PR produisent des autoanticorps 
spécifiquement dirigés contre la protéine recombinante, comparativement à moins de 
5% des patients témoins et des individus normaux. Cette immunoréactivité contre la 
RA-lr permet de poser l'hypothèse d'une réponse autoimmune pouvant interférer 
spécifiquement au niveau de l'interaction entre la calpastatine et les calpaïnes. La 
calpastatine est l'inhibiteur spécifique des calpaïnes, qui sont des protéinases à 
cystéine activées par le calcium. Cette hypothèse semble théoriquement concevable; 
toutefois, elle demeure l'objet d'études de caractérisation in vitro ultérieures qui 
mettront en évidence une interférence des autoanticorps anti-calpastatine au niveau 
de l'activité inhibitrjce de la calpastatine sur les calpaïnes. 
Certaines enzymes protéolytiques sont reconnues pour jouer un rôle important dans 
la destruction ·des composantes articulaires. Ces protéinases sont regroupées en trois 
grandes familles: les métalloprotéinases (MMPs), les protéinases à sérine et les 
protéinases à cystéine (Poole, 1993). L'importance relative de ces protéinases et de 
leurs inhibiteurs respectifs dans la destruction de la matrice articulaire est 
actuellement en cours de caractérisation et reste également à être définitivement 
démontré in vivo. Toutefois, des données récentes suggèrent que certaines 
protéinases à cystéine semblent avoir un rôle important dans ce processus, dont plus 
particulièrement les calpaïnes et leur inhibiteur naturel, la calpastatine (Buttle, 1993; 
Lenarcic et al., 1988; Suzuki et al., 1992). Premièrement, certains travaux ont 
démontré que les calpaïnes sont présentes à des concentrations plus élevées dans le 
liquide synovial (Maciewicz et Etherington, 1988; Fukui et al., 1989; Gabrijelcic et 
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al., 1990; Suzuki et al., 1990; Huet et al., 1992) de même que dans la membrane 
synoviale (Yamamoto et al., 1992) de patients atteints d'arthrites rhumatoïdes 
érosives. Deuxièmement, les calpaïnes peuvent être sécrétées in vitro en utilisant 
des cellules fibroblastiques isolées du tissu synovial puis stimulées par le TNFa. et 
l'IL-1 (Huet et al., 1993). Troisièmement, il a été démontré avec évidence que les 
calpaïnes sont capables de dégrader avec efficacité les composantes de la matrice 
articulaire et que la calpastatine est en mesure d'inhiber spécifiquement cette activité 
protéolytique (Fukui et al., 1989; Suzuki et al., 1990; Suzuki et al., 1992). Et 
quatrièmement, des travaux réalisés récemment, à l'aide de modèles d'arthrite à 
adjuvant chez le rat et d'arthrite à collagène chez la souris, ont démontré que des 
inhibiteurs de protéinases à cystéine ( CPis) synthétiques semblaient agir comme 
agents anti-rhumatismaux pouvant bloquer l'activité destructive dans l'articulation 
(Esser et al., 1994). 
Dans des conditions normales, les protéinases appartenant à chacune des trois 
familles sont inactivées via leurs inhibiteurs naturels: soit les inhibiteurs tissulaires 
des métalloprotéinases pour les MMPs (McCachren, 1991) , les serpins pour les 
protéinases à sérine (Opdenakker et Van Damme, 1992), et les CPis pour les 
protéinases à cystéine. Les inhibiteurs de protéinases à cystéine naturels font partie 
d'une superfamille qui inclut les familles des cystatines, des stéfines et des 
kininogènes. De par ses caractéristiques uniques et de sa spécificité inhibitrice pour 
les calpaïnes, la calpastatine ne fait pas partie de cette superfamille (Croall et 
DeMartino, 1991). Des travaux récents ont suggéré qu'un déséquilibre du ratio des 
MMPs et de leurs inhibiteurs naturels semblait être à la base de la dégradation du 
cartilage articulaire chez les patients atteints d'arthrose (Dean et al., 1989). Il a 
également été démontré que la calpastatine est moins abondante que les calpaïnes 
dans le liquide synovial de patients atteints de PR (Yamamoto et al., 1992). Ces 
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observations pennettent donc de déduire qu' un ratio protéinase/inhibiteur 
défavorable chez certains patients rhumatoïdes pourrait être associé à des conditions 
arthritiques plus sévères et destructives. Les autoanticorps dirigés contre la 
calpastatine pourraient donc être totalement ou partiellement responsables de ce 
déséquilibre, en se liant et en inactivant spécifiquement l'inhibiteur après sa 
synthèse, son expression sur la membrane plasmatique et / ou sa sécrétion in vivo 
dans l'espace extracellulaire. Cette réactivité spécifique résulterait d'une part en une 
inflammation médiée par les complexes immuns formés et d'autre part en une 
activité incontrôlée des calpaïnes dans l'environnement articulaire (Figure 35). 
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Figure 35: Représentation schématique de l'interaction entre les autoanticorps, 
l'inhibiteur ciblé et l'enzyme protéolytique. Chez l'individu normal, l'interaction 
entre l'inhibiteur (I) et l'enzyme protéolytique (E) s'effectue normalement. Chez 
l'individu malade, la présence d'autoanticorps pourrait déstabiliser les complexes 
normalement formés entre I et E. Dans ce cas, les autoanticorps se lieraient 
directement sur le site actif de I ou près de ce site et interféreraient avec l'inhibition 
spécifique de E. Les complexes immuns formés entre l'autoanticorps et son antigène 
cible pourraient entraîner une réponse inflammatoire articulaire. De plus, 
l'interférence entraînerait une activité protéolytique non contrôlée qui serait aussi 
responsable d'une réaction inflammatoire destructive. 
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Malgré un moins grand nombre de patients testés pour la présence d'anticorps anti-
RA-1 (97 patients) comparativement à la détection des anticorps anti-Sa (482 
patients), il est important de souligner que la fréquence des anticorps anti-RA-lr 
(45.5%) correspond vraisemblablement à la fréquence des anticorps anti-Sa (42.7%) 
chez les patients rhumatoïdes. Des 44 sérums rhumatoïdes analysés pour les deux 
systèmes, 31 se sont révélés concordants (18 anti-Sa et anti-RA-1 positifs et 13 
négatifs pour les deux antigènes) et 13 se sont révélés discordants (3 anti-RA-1 
positifs seulement et 10 anti-Sa positifs seulement). Les 53 sérums témoins ont tous 
été négatifs pour les deux systèmes. Cette distinction du point de vue de 
l'immunoréactivité de l'antigène Sa purifié biochimiquement et la protéine RA-lr 
avec des sérums rhumatoïdes constitue une observation intéressante. Les 
expériences ultérieures d'absorption de sérums anti-Sa positifs avec différentes 
concentrations de la protéine RA-lr n'ont pas réussi à dépléter complètement leur 
réactivité contre l~antigène Sa placentaire. Bien que cette déplétion ne soit pas 
complète, les résultats montrent une inhibition dose-dépendante de la réactivité 
anti-Sa à la suite de l'absorption de sérums avec la RA-lr. Plusieurs explications 
axées sur l'autoantigénicité de certaines protéines peuvent être soulevées afin 
d'interpréter ces résultats (Van Regenmortel, 1992). Premièrement, la protéine RA-
lr ne possède pas tous les épitopes, retrouvés sur l'autoantigène correspondant à la 
protéine retrouvée in vivo; certains déterminants antigéniques peuvent être localisés 
dans la portion NH2-terminal de la calpastatine sans être inclus dans la partie codée 
par le clone RA-1; d'un autre côté, la protéine RA-lr peut aussi ne pas avoir 
certains sites antigéniques obtenus après modification post-transcriptionnelle. 
Deuxièmement, la protéine recombinante a été analysée sur membrane de 
nitrocellulose dans des conditions de dénaturation; la protéine RA-lr pourrait donc 
avoir perdu certains déterminants conformationnels retrouvés sur la protéine 
antigénique native correspondante in vivo. Troisièmement, les autoanticorps anti-
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RA-lr et anti-Sa peuvent tout simplement représenter des sous-populations 
d'autoanticorps distincts tout en étant des systèmes immuns liés de très près. Cette 
situation pourrait être similaire aux systèmes anti-Ro et anti-La dans le SS et le 
LED de même qu'aux systèmes anti-Ul RNP et anti-Sm dans le LED (Tan, 1991). 
L'existence d'autoanticorps dirigés uniquement contre la protéine RA-lr dans les 
sérums de patients rhumatoïdes dépourvus d'anticorps anti-Sa pourrait appuyer cette 
dernière hypothèse. La caractérisation plus poussée du ou des épitopes reconnus par 
ces deux populations d'autoanticorps sera nécessaire afin de répondre définitivement 
à cette question. 
Finalement, ces travaux qui démontrent que la calpastatine est reconnue comme 
autoantigénique par un nombre significatif de sérums rhumatoïdes fournissent une 
avenue potentielle de recherche, tant du point de vue diagnostique que thérapeutique. 
Les travaux futur~ devront tenter d'isoler la pleine longueur de l'ADNc codant pour 
la calpastatine humaine afin de caractériser les épitopes immunodominants de la 
molécule. De plus, d'autres travaux devront être centrés sur la démonstration de la 
capacité des· autoanticorps à bloquer l'activité inhibitrice de la calpastatine sur les 
calpaïnes. Néanmoins, la présence de complexes immuns contenant des anticorps 
dirigés contre la calpastatine au niveau de l'articulation de patients souffrant de PR 
érosive sera également une observation substantielle. Enfin, une étude de 
corrélation clinique entre la présence des autoanticorps dirigés contre la calpastatine 
et la forme érosive de la maladie devra être réalisée sur une base systématique dans 
des groupes de patients rhumatoïdes et autres maladies rhumatismales. Cette 
approche devra être effectuée particulièrement si des inhibiteurs de protéinases à 
cystéine synthétiques sont visés pour des fins thérapeutiques. Cette orientation de 
recherche axée sur l'étude des protéinases et de leurs inhibiteurs semble prometteuse, 
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d'une part pour définir certaines composantes impliquées dans la pathogénèse de la 
PR et d'autre part pour la réduction de la morbidité de la maladie. 
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CONCLUSION 
À partir des résultats obtenus dans ce travail, certaines conclusions peuvent être 
tirées: 
• Le système autoimmun Sa/anti-Sa est un nouveau marqueur sérologique 
hautement spécifique pour la polyarthrite rhumatoïde. 
• Les anticorps anti-Sa sont détectés dans 42. 7% des sérums de patients atteints de 
PR, avec une spécificité de 98.9%. De plus, ces autoanticorps sont présents dans 
29% des sérums de patients au tout début de la maladie. 
• Les anticorps anti-Sa sont également détectables dans 27% des sérums 
rhumatoïdes négatifs pour le facteur rhumatoïde. La présence de ces 
autoanticorps i~dépendamment du facteur rhumatoïde suggère donc que le 
système Sa pourrait complémenter le facteur rhumatoïde comme outil 
diagnostique. 
• L'autoantigène Sa est une protéine non glycosylée, de poids moléculaire d'environ 
50 kD. Il est distinct des autres systèmes décrits dans la PR, tels que le FR, les 
EBNA, le RA33, les composantes du cartilage articulaire, les HSP et la filaggrine. 
• La détection des anticorps anti-Sa est dépendante de la source antigénique 
utilisée. L'antigène Sa est présent dans des tissus humains normaux, tels que la 
rate et le placenta, mais absent dans l'ensemble des lignées cellulaires analysées. 
• Certaines observations suggèrent une implication pathogénique possible des 
autoanticorps anti-Sa via la formation et la déposition de complexes immuns dans 
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l'articulation: l'antigène Sa est présent dans le tissu cible, la membrane synoviale 
rhumatoïde; les anticorps anti-Sa sont détectés dans un certain nombre de 
liquides synoviaux rhumatoïdes analysés; le titre des anticorps varie avec 
l'activité de la maladie ou avec un traitement efficace chez quelques patients 
testés. 
• L'antigène Sa isolé de la rate, du placenta et du tissu synovial rhumatoïde possède 
des déterminants antigéniques communs. 
• Les résultats du microséquençage peptidique démontrant une homologie avec la 
vimentine et la PDI ne sont pas arrivés à révéler l'identité moléculaire exacte de 
l'antigène Sa. La PDI est toutefois reconnue comme autoantigénique par certains 
sérums de patients atteints de diverses maladies rhumatismales. 
• Des étapes de purification ultérieures permettront de cloner l'autoantigène Sa et 
de déterminer sa nature moléculaire. 
• En criblant une bibliothèque d'expression de placenta humain dans le vecteur 
Âgtll, un clone d'ADNc (RA-1) de 950 pb a été identifié à l'aide de sérums 
provenant de patients atteints de PR érosive. 
• Le clone RA-1 est identique à l'ADNc codant pour deux des quatre domaines 
inhibiteur en COOH-terminal de la calpastatine humaine. La calpastatine est 
l'inhibiteur naturel des calpaïnes, des protéinases à cystéine récemment décrites 
comme étant impliquées dans la destruction des structures articulaires chez les 
patients atteints d'arthrite érosive. 
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• Les protéines de fusion et recombinante codées par le clone RA-1 sont reconnues 
spécifiquement par 45.5% des sérums de patients atteints de PR, contrairement à 
3.8% des sérums de patients témoins et d'individus normaux. Les études 
comparatives entre l'antigène Sa et la protéine RA- lr proposent que ces deux 
protéines ne sont pas identiques du point de vue moléculaire mais semblent 
posséder des déterminants antigéniques partagés, suggérant une relation 
antigénique possible. 
• Les autoanticorps dirigés contre la calpastatine constituent un nouveau marqueur 
sérologique associé à la PR et peuvent avoir une implication pathogénique 
potentielle dans la maladie en interférant dans l'inhibition physiologique des 
calpaïnes. 
• Finalement, une évaluation systématique de la réponse autoimmune humorale 
contre l'antigène Sa et la calpastatine semble essentielle, principalement afin de 
déterminer leur utilité clinique en tant qu'outils diagnostiques et/ou prognostiques 
pour la polyarthrite rhumatoïde. 
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FIGURES 
Figure 4: Détection spécifique en immunobuvardage du polypeptide de 50 kD 
de I'ERH en utilisant des sérums rhumatoïdes anti-Sa. L'ERH séparé par SDS-
PAGE et transféré sur nitrocellulose (lignes 1-6) a été incubé avec des sérums 
lupiques anti-SS-A(Ro) (lignes 1 et 2), le sérum Savoie (ligne 3), un sérum 
rhumatoïde anti-SS-A(Ro) négatif (ligne 4), un sérum lupique anti-SS-A(Ro) et 
anti-SS-B(La) (ligne 5) et un sérum normal (ligne 6). La forme réduite de l'IgG 
humaine révélée avec le second anticorps (anti-IgG portion Fe) (ligne 7). La 
migration de l'antigène Sa (lignes 3 et 4) est différente des autres autoantigènes (Ro-
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Figure 5: Immunobuvardage de I'ERH avec des conditions de séparation 
permettant une meilleure résolution des bandes. L'extrait de rate a été séparé par 
SDS-PAGE en utilisant un gel de 1.5 mm x 14 cm x 14 cm, avec un courant 
constant de 25 mA pendant 4-5 heures. Cet extrait de rate humaine ne contient pas 
de RNP Ro-52 kD (ligne 2), telle que détectée avec le sérum incubé à la ligne 1 de 
la figure 4. La ligne 1 contient des anticorps anti-SS-A(Ro)-60 kD purifiés par 
affinité. Le sérum Sa original (ligne 5) et les anticorps anti-Sa purifiés par affinité 
(ligne 4) détectent tous deux un doublet polypeptidique migrant à environ 50 kD. La 
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Figure 6: Criblage typique de sérums par immunobuvardage en utilisant 
l'ERH comme source antigénique. La membrane de nitrocellulose a été incubé 
avec 27 sérums de patients différents: un sérum normal (ligne 1), le sérum témoin 
anti-Sa positif (lignes 3 et 26) et 22 échantillons sériques provenant de patients dont 
la spécificité est inconnue (lignes 4-25). Les sérums ont été testés à la dilution 1/50. 
Les lignes 3-9, 18, 19,. 21, 25 et 26 reconnaissent l'antigène de 50 kD selon le même 
patron de liaison que les anticorps anti-Sa témoins. L'ensemble des sérums positifs 
proviennent de patients atteints de PR. Les bandes polypeptidiques identifiées par 
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Figure 7: Détection de l'antigène Sa par immunobuvardage avec l'EPH semi-
purifié, en utilisant des sérums anti-Sa. L'EPH séparé et transféré sur 
nitrocellulose a été incubé avec le sérum anti-Sa original (ligne 1), un sérum 
rhumatoïde anti-Sa positif sur l'extrait de rate (ligne 3), un sérum lupique anti-SS-
A(Ro) et anti-SS-B(La) (ligne 4) et le sérum d'un individu normal (ligne 2). 
L'autoantigène Sa est composé de trois bandes polypeptidiques majeures de 53, 50 et 
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Figure 8: Criblage typique des anticorps anti-Sa dans les sérums de patients et 
de témoins par immunobuvardage avec un EPH semi-purifié. La membrane de 
nitrocellulose a été incubée avec 25 sérums de patients différents: un sérum normal 
(ligne 25), un sérum témoin anti-Sa positif (ligne 24) utilisé également à la ligne 3 
de la figure 7 et 23 échantillons sériques provenant de patients dont la spécificité est 
inconnue (lignes 1-23). Les échantillons ont été testés à la dilution 1/50. Les lignes 
8-10, 12, 14, 19, 22 et 23 reconnaissent l'antigène Sa avec un patron de liaison 
reproductible et comparable au sérum témoin anti-Sa. L'ensemble des sérums 
positifs provient de patients rhumatoïdes. Les échantillons proviennent de patients 
atteints d'ostéoporose (ligne 1), d'arthrose (lignes 2, 3, 5, 13 et 17), de 
spondylarthropathies séronégatives (lignes 4 et 11), de polyarthrites rhumatoïdes 
anti-Sa négatives (lignes 6, 15, 16, 18 et 21) et de polyarthralgies non spécifiques 
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Figure 9: Détection spécifique de l'antigène Sa en immunobuvardage dans un 
extrait semi-purifié de tissu synovial rhumatoïde. L'ESH séparé par SOS-PAGE 
et transféré sur nitrocellulose a été incubé avec le sérum d'un individu normal (ligne 
1), le sérum anti-Sa original (ligne 2), le sérum d'un patient lupique anti-SS-A(Ro) 
(ligne 3) et le sérum <:l'un patient rhumatoïde anti-Sa identifié sur les extraits de rate 
et de placenta (ligne 4). Le patron de liaison est constitué de deux bandes 
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Figure 10: Réactivité croisée de l'antigène Sa dans les extraits de rate, de 
synoviale et de placenta humains. Les extraits de rate (à gauche), de synoviale (au 
centre) et de placenta (à droite) semi-purifiés ont été transférés sur nitrocellulose 
puis incubés avec les anticorps suivants: un sérum normal (ligne 1), un sérum anti-
SS-A(Ro) et anti-SS-:-B(La) (ligne 2), un sérum rhumatoïde anti-Sa (ligne 3), des 
anticorps anti-Sa purifiés par affinité à partir d'une membrane de nitrocellulose 
contenant l'ERH (ligne 4) ou l'EPH (ligne 5) en utilisant le sérum de la ligne 3. Ces 
anticorps anti-Sa purifiés ont été isolés à partir de la bande de 50 kD de l'ERH ou 
des deux bandes majeures de 50 et 53 kD de l'EPH. 
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Figure 11: Détection par immunobuvardage des anticorps anti-Sa dans les 
prélèvements de liquides synoviaux. L'EPH séparé par SDS-PAGE et transféré 
sur nitrocellulose (section A) a été incubé avec un sérum normal (ligne 1), un sérum 
rhumatoïde anti-Sa (ligne 2) et 7 liquides synoviaux provenant de patients différents 
(lignes 3-10). Ces liquides ont été testés à la dilution 1/50. Les lignes 7 à 9 
reconnaissent spécifiquement l'antigène Sa placentaire. Ces trois prélèvements 
synoviaux proviennent de patients rhumatoïdes anti-Sa positifs au niveau sérique. 
Comparativement, l'ESH (section B) a été incubé avec un sérum normal (ligne 1), un 
sérum anti-Sa témoin (ligne 2) et les liquides synoviaux des lignes 8 et 9 de la 
section A (lignes 3 et 4). Ces deux prélèvements détectent l'antigène Sa de façon 
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Figure 12: Caractérisation isotypique des anticorps anti-Sa par 
immunbuvardage. L'ERH séparé et transféré sur nitrocellulose a été incubé en 
duplicata avec un sérum normal (ligne 1), un sérum anti-SS-A(Ro) et anti-SS-
B(La) (ligne 2) et 12 sérums de patients rhumatoïdes anti-Sa positifs (lignes 3-8) et 
anti-Sa négatifs (lignes 9-14). Les anticorps liés à la membrane ont été détectés à 
l'aide d'un anticorps secondaire anti-IgM (section A) ou anti-IgG (section B). Seul 
les sérums des lignes 4 et 5 ont des anticorps anti-Sa d'isotype IgM (section A). Les 
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Figure 13: Les anticorps anti-Sa ne sont pas associés au facteur rhumatoïde. 
L'ERH transféré sur membrane de nitrocellulose a été incubé avec divers sérums ou 
avec des anticorps purifiés par affinité: un sérum lupique FR fortement positif (1600 
U.l/ml) (ligne 1), des anticorps anti-Sa purifiés par affinité (ligne 2), du facteur 
rhumatoïde IgG/anti-IgG purifié (ligne 3), un sérum normal (ligne 4), des sérums 
rhumatoïdes anti-Sa (lignes 5 et 6) et un sérum lupique anti-SS-A(Ro) et anti-SS-
B(La) (ligne 7). En parallèle, la forme réduite de l'IgG humaine (IgGh) révélée avec 
un sérum de chèvre anti-IgG (Fe) humaine. Le complexe IgG/anti-IgG migre à une 
position différente du polypeptide Sa de 50 kD. Malgré l'impossibilité de se lier à 
l'IgG sous sa forme réduite, le sérum contenant un titre élevé de FR ne détecte 
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Figure 14: Analyse comparative entre le système Sa et l'antigène RA33. L'ERH 
a été séparé et transféré sur nitrocellulose afin de détecter les anticorps anti-Sa 
(section A). La membrane a été incubée avec 4 groupes de sérums rhumatoïdes 
différents: 5 sérums anti-RA33 positifs (A), S sérums anti-RA33 négatifs (B), S 
sérums anti-Sa positifs (C) et S sérums anti-Sa négatifs (D). Un sérum anti-RA33 
positif est faiblement anti-Sa positif, tandis que deux sérums anti-RA33 négatifs 
sont significativement anti-Sa positifs. Comme témoins, un sérum normal (ligne 1), 
un sérum anti-Sa (ligne 2) et un sérum lupique anti-SS-A(Ro) et anti-SS-B(La) 
(ligne 3) ont été utilisés. Parallèlement, un extrait nucléaire de cellules HeLa riche 
en RA33 a été séparé et transféré selon les mêmes conditions qu'à la section A, afin 
d'identifier le système RA33 (section B). Les mêmes groupes de sérums (A, B, C et 
D) ont été utilisés. Aucun des sérums anti-Sa positifs ou négatifs ne reconnaît 
l'antigène RA33. Les témoins utilisés dans cette section sont: un sérum normal 
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Figure 15: Analyse comparative entre les anticorps anti-EBNA et anti-Sa. Les 
extraits de rate (ERH), de cellules BL41 infectées par le virus EBV (BIA1/B95.8 et 
BIA1/P3HR-1) de même que de cellules BIAl non infectées ont été séparés et 
transférés sur nitrocellulose puis incubés avec différentes sources d'anticorps: un 
sérum normal (ligne 1), un sérum lupique anti-SS-A(Ro) et anti-SS-B(La) (ligne 
2), des sérums rhumptoïdes anti-Sa (lignes 3 et 4), un pool de sérum de patients 
atteints de mononucléose infectieuse positifs pour les ANEB-1 et - 2 (ligne 5), un 
sérum anti-Sa absorbé avec un extrait de cellules BIA1/B95.8 (ligne 6), le pool de 
sérum de la ligne 5 absorbé avec un extrait de cellules BL41/B95.8 (ligne 7) ou avec 
un extrait de cellules BL41/P3HR-1 (ligne 8) et des anticorps anti-Sa purifiés par 
affinité (ligne 9). 
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Figure 16: Les anticorps anti-Sa ne sont pas dirigés contre des composantes du 
cartilage articulaire. Un extrait semi-purifié de placenta (A et D) et des extraits 
purifiés de cartilage articulaire humain (B) et canin (C) ont été séparés par SDS-
PAGE puis transférés sur membrane de nitroce~lulose dans le but d'être analysés en 
immunobuvardage. La membrane a été incubée avec un sérum normal humain 
(ligne a), des sérums. rhumatoïdes anti-Sa (ligne b), un sérum lupique anti-SS-
A(Ro) et anti-SS-B(La) (ligne c) et un sérum polyclonal de lapin anti-collagènes 
(ligne d). Les sérums anti-Sa ne reconnaissent aucune bande spécifique dans les 
deux extraits de cartilage articulaire. De plus, les anticorps anti-collagènes ne 
détectent pas de bande dans l'EPH. À la ligne a) de la section B, la liaison non 
spécifique du sérum normal semble être le résultat d'une concentration excessive de 
protéines dans le gel. Cette liaison non spécifique s'étend également sur l'ensemble 
de l'extrait de cartilage articulaire humain (section B). 
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Figure 17: Caractérisation immunochimique de l'antigène Sa provenant 
d'espèces différentes. Des extraits semi-purifiés de placenta humain (A) et bovin 
(B) ont été analysés en immunobuvardage avec un sérum normal (ligne 1), un sérum 
de patient lupique anti-SS-A(Ro) et anti-SS-B(La) (ligne 2), un sérum rhumatoïde 
anti-Sa (ligne 3) et. des anticorps anti-Sa purifiés par affinité à partir d'une 
membrane contenant l'EPH (ligne 4). Le sérum anti-Ro/La détecte uniquement le 
système SS-B(La) de 48 et 35 kD (section B, ligne 2). Les anticorps anti-Sa 
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Figure 18: Purification par HPLC et détection de l'antigène Sa isolé du 
placenta humain. À la section A, l'EPH semi-purifié (250 mg) a été chargé sur une 
colonne d'échange d'anions (DEAE-15HR) et élué avec un gradient de 120 à 300 
mM de NaCl durant 120 minutes (pointillés). Des fractions de 2 ml (en abscisse) ont 
été collectées au cours de l'élution. Les fractions collectées ont par la suite été 
analysées en ELISA (!Vec un sérum anti-Sa dilué 1/2000 (pointillés en rouge). La 
densité optique (D.O.) obtenue à 450 nm (en ordonnée, à droite) est optimale au 
niveau des fractions 25 à 29. À la section B, les protéines des différentes fractions 
(combinées par -3) ont été précipitées et analysées en immunobuvardage avec un 
sérum anti-Sa dilué 1/50. Les fractions 25 à 27 (ligne 9) sont particulièrement 
enrichies en antigène Sa (*). Comme témoin, un EPH semi-purifié (à gauche) 
incubé avec le même sérum a été utilisé. 
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Figure 19: Analyse de I'EPH purifié par HPLC. Les fractions 25 à 27 enrichies 
en Sa, obtenues sur gradient de NaCl par chromatographie d'échange d'anions, ont 
été analysées en SDS-PAGE (B) et en immunobuvardage (A). Un échantillon 
protéique a été séparé par SDS-PAGE avec des conditions permettant une meilleure 
résolution (grand gel. et voltage plus faible) et coloré à l'argent (ligne B). Un 
échantillon en parallèle a été séparé et transféré sur nitrocellulose, puis incubé avec 
un sérum anti-Sa dilué 1/50. Les bandes polypeptidiques 1, 2 et 3 qui correspondent 











Figure 20: Analyse comparative des anticorps anti-Sa et anti-vimentine en 
immunobuvardage. Un EPH (section A) et de la vimentine purifiée (section B) ont 
été séparés par SDS-PAGE et transférés sur nitrocellulose. Les membranes ont été 
ensuite incubées avec des sources d'anticorps différentes: des sérums provenant de 8 
sérums rhumatoïdes (lignes 1-11) et des anticorps anti-Sa purifiés par affinité (ligne 
12). Les lignes 2, 3, 4 et 8 sont franchement anti-Sa positifs, tandis que les sérums 
des lignes 2, 5 et 8 sont positifs pour la vimentine. Le sérum incubé dans la ligne 3 
est fortement Sa positif, mais négatif sur la vimentine. Les anti-Sa purifiés ne 
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Figure 21: Absorptions des anticorps anti-Sa et anti-vimentine avec l'EPH ou 
avec la vimentine purifiée. L'EPH (section A) et la vimentine purifiée (section B) 
ont été transférés sur nitrocellulose, puis incubés avec un sérum rhumatoïde anti-Sa 
et anti-vimentine (ligne 1), le même sérum que celui incubé à la ligne 1 absorbé soit 
avec 5 mg d'EPH semi-purifié (ligne 2), avec 5 mg de vimentine purifiée (ligne 3) 
ou avec 10 mg de v~entine purifiée (ligne 4). Contrairement à la réactivité des 
anticorps anti-Sa, les anticorps anti-vimentine sont complètement inhibés par les 
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Figure 22: Isolement de l'ADNc de la PDI par PCR et analyse restrictive de la 
séquence de l'insert sous-cloné dans pUC19. Le produit de PCR analysé sur gel 
d'agarose révèle un fragment ayant une taille de 1540 pb correspondant à la pleine 
longueur de l'ADNc de la PDI (section A, ligne 2). Le fragment de 1540 pb a été 
sous-cloné au site Barn HI du vecteur de caractérisation pUC19 (section B). En 
raison de la séquence connue de la PDI, l'insert (positions 65 à 1605) possède trois 
sites de restriction correspondant à Pvu II. La digestion du plasmide PDI/pUC19 
avec Barn HI entraîn~ deux fragments correspondant au vecteur (2686 pb) et à 
l'insert (1540 pb) (section C, ligne 2). La séquence de la PDI est partiellement 
confirmée par la digestion simultanée avec Barn HI et Pvu Il, produisant 7 fragments 
(2364, 850, 365, ·266, 211, 111 et 81 pb) (section C, ligne 3) correspondant à ceux 
estimés à la section B. Le J..Hind III (ligne 1) et le <l>X174 Hae III (section A, ligne 3 
et section C, ligne 4) ont été utilisés comme marqueurs de poids moléculaires. La 
taille des différents fragments est exprimée en kilobases. 
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Figure 23: Analyse sur gel d'agarose de l'orientation de l'ADNc de la PDI dans 
le vecteur pGEX-KG via le site de restriction Pst I. Le fragment d'ADNc 
correspondant à la PDI a été sous-cloné au site Barn HI du vecteur d'expression 
pGEX-KG (section A). Le cadre de lecture a été respecté. L'orientation de l'insert a 
été confirmée par la digestion du plasmide avec Pst I résultant en deux fragments 
(4471et2069 pb) (seçtion B, ligne 3). Ceux-ci correspondent à ceux estimés dans 
la section A. La digestion du plasmide par Barn HI donne deux fragments de 5000 et 
1540 pb correspondant au vecteur et à l'insert, respectivement (section B, ligne 2). 
Le ÀHind III (ligne 1) et le <)>Xl 74 Hae III (ligne 4) ont été utilisés comme 
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Figure 24: Purification de la PDI recombinante exprimée dans le vecteur 
pGEX-KG analysée par SDS-PAGE (A) et détection des anticorps anti-PDI 
par immunobuvardage (B). La protéine recombinante a été induite à partir de 
bactéries E. coli PR745 Ion- transformées avec le plasmide PDI/pGEX-KG, 
purifiée sur colonne de Sépharose 4B et clivée par la thrombine tel que décrit dans la 
section Matériel et Méthodes. Les lysats bactériens ou les fractions purifiées de 
protéines ont été séparés par SDS-PAGE et colorés au bleu de Coomassie (section 
A). Les échantillons protéiques séparés sont: le lysat total de bactéries transformées 
avec PDI/pGEX-KG.avant (ligne 1) et après (ligne 2) l'induction de la protéine de 
fusion GST-PDI; la fraction soluble du sonicat de bactéries transformées après 
induction (ligne 3); la GST-PDI purifiée (ligne 4); et la PDir obtenue après clivage à 
la thrombine (ligne 5). L'immunobuvardage avec la PDir (section B) a été effectué 
en utilisant 10 échantillons sériques différents: 5 sérums anti-Sa positifs (lignes 1-
5), 4 sérums de patients souffrant d'arthrose (lignes 6-9) et un sérum normal (ligne 
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Figure 25: Analyse en immunobuvardage de sérums anti-Sa et anti-PDI 
absorbés avec l'EPH ou avec la GST-PDI. L'EPH (section A) et la GST-PDI 
(section B) ont été transférés sur nitrocellulose et incubés avec un sérum anti-Sa et 
anti-PDI positif n'ayant pas été absorbé (ligne 1), ou ayant été absorbé soit avec 5 
mg (ligne 2) ou 10 mg (ligne 3) d'EPH semi-purifié, ou avec 500 µg (ligne 4) ou 1 
mg (ligne 5) de GST-PDI. 
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Figure 26: Fluctuation des anticorps anti-Sa à travers le temps et tout au long 
de l'activité de la maladie. L'ERH séparé et transféré sur nitrocellulose a été 
incubé avec des prélèvements sériques de la patiente SC (lignes 1-12). Ces 
échantillons ont été prélevés avant la maladie (lignes 1 et 2), au début de la maladie 
(ligne 3) et durant le P-aitement (lignes 4-12). Les anticorps anti-Sa ne sont pas 
détectés avant le début de la synovite, puis apparaissent rapidement avec les 
manifestations rhumatoïdes et les titres chutent progressivement après traitement. 
Comme témoins,· un sérum normal (NHS), un sérum lupique anti-SS-A(Ro) et anti-
SS-B(La) (Ro/La), un sérum anti-SS-A(Ro) et deux sérums témoins anti-Sa (+) 
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Figure 27: Détection et isolement du clone d'ADNc à partir de la biblothèque 
d'expression de placenta humain avec des sérums de patients rhumatoïdes. 
Après avoir identifié une protéine de fusion (~-gal-RA-1) immunoréactive avec les 
sérums de patients atteints de PR, le phage À.gtll positif a été purifié sur Pétri et 
réincubé à l'étape secondaire avec le même mélange de sérums (section A). À cette 
étape de purification, la ~-gal-RA-1 correspondant au clone positif a été fortement 
reconnue par les anticorps de patients, contrairement à ceux provenant de phages 
contaminants. Le clone À.gtll positif a été purifié ultérieurement (en étape tertiaire) 
afin d'isoler l'ADNc codant pour la RA-lr (section B). À la suite de l'isolement de 
l'insert par digestion avec EcoRI, le fragment purifié et analysé sur gel d'agarose 1 % 
migre à environ 950 pb (ligne 2). Les fragments de cj>Xl 74 Hae III ont été utilisés 
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Figure 28: Séquence nucléotidique de l'ADNc codant pour RA-1 et séquence 
peptidique correspondante. La séquence d'ADN se rapporte à la première ligne et 
la séquence d'acides aminés se rapporte à la deuxième. Les numéros inscrits à 
l'extrême droite de chacune des lignes correspondent aux positions nucléotidiques ou 
d'acide aminés telles que fournies par la banque de données GenBank/EMBL, sous le 
code d'accès M86258. La séquence d'acides aminés du polypeptide RA-1, déduite à 
partir de la séquence de l'ADNc, a été déterminée selon le cadre de lecture approprié 
au vecteur d'expression À.gtll. Un seul nucléotide diffère entre la séquence en 
COOH-terminal de l'ADNc de la calpastatine et la séquence de l'ADNc RA-1. 
Cette différence nucléotidique de G~A à la position 1937 entraîne une substitution 
d'un acide aminé de G~E à la position 592 (indiqué par un astérisque et des 
lettrages prononcés). Le début de la séquence peptidique de chaque domaine est 
indiqué par (1 -+ ). Les nucléotides et les résidus encadrés correspondent à la 
séquence consensus des domaines fonctionnels 3 et 4 (TIPPXYR) associés à 
l'activité inhibitrice de la calpastatine. Le codon de terminaison (TAA) est 
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P D E N K P M E D K V K E K A K A E H R 
~~CTI~~~~~CT~CCA~~™4~CTCCTG~~ 
D K L GERD D Tl PP E Y RH L L D D 
AAT GGA CAG GAC AAA CCA GTG AAG CCA CCT ACA AAG AAA TCA GAG GAT TCA AAG AAA CCT 
N G Q D K P V K P P T K K S E D S K K P 
GCA GAT GAC CAA GAC CCC ATI GAT GCT CTC TCA GGA GAT CTG GAC AGC TGT CCC TCC ACT 
A D D Q D P I D A L S G D L D S C P S T 
ACA GAA ACC TCA CAG AAC ACA GCA AAG GAT AAG TGC AAG AAG GCT GCT TCC AGC TCC AAA 
TET S Q N TA K D K C K KA AS SS K 
GCA CCT AAG AAT GGA GGT AAA GCG AAG GAT TCA GCA AAG ACA ACA GAG GAA ACT TCC AAG 
A P K N G G K A K D S A K T T E E T S K 
CCA AAA GAT GAC TAA agaaatacaagttaaggtatctggtatctgcatgtaaaatcttcagctggtggatggtgacuttgaaga 





























Figure 29: Représentation schématique de l'ADNc codant pour la calpastatine 
humaine et du fragment RA-1 homologue. La pleine longueur de l'ADNc de la 
calpastatine humaine code pour un polypeptide de 708 acides aminés correspondant 
aux domaines L, 1, 2, 3 et 4. Les domaines 1 à 4 d'environ 140 acides aminés 
chacun possèdent unç séquence consensus (TIPPXYR) fonctionnelle associée à 
l'activité inhibitrice de la calpastatine. Le clone RA-1 de 950 pb isolé est 
entièrement homologue avec les domaines 3 et 4 de l'ADNc de la calpastatine 
humaine. Les positions 1435 à 2286 de l'ADNc RA-1 codent pour un polypeptide 
de 284 acides aminés, tandis que les positions 2287 à 2384 sont non codantes (codon 
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Figure 30: Sous-clonage du fragment RA-1 dans le vecteur d'expression 
pGEX-4T-1 et analyse sur gel d'agarose de l'orientation de l'insert par 
digestion avec Pst 1. L'ADNc du clone RA-1 a été sous-cloné au site EcoR I du 
vecteur pGEX-4T-1 en respectant le cadre de lecture approprié avec Àgtll (section 
A). La digestion du RA-1/pGEX-4T-1 par EcoR I donne deux fragments de 4969 
et 950 pb correspond~nt au vecteur et à l'insert RA-1, respectivement (section B, 
ligne 1). L'orientation de l'insert a été confirmée par la digestion du plasmide avec 
Pst I résultant en deux fragments de 4584 et 1265 pb (section B, ligne 2). Ces 
fragments correspondent à ceux estimés à la section A. Le mélange des fragments 
de ÀHind III et de <!>Xl 74 Hae III a été utilisé comme marqueurs de poids 
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Figure 31: Analyse de la purification de la protéine recombinante exprimée 
dans pGEX-4T-1 par SDS-PAGE (section A) et par immunobuvardage 
(section B). La protéine recombinante a été induite à partir de bactéries E. coti 
PR745 lon- transformées avec le plasmide RA-1/pGEX-4T-1, purifiée sur colonne 
de Sépharose 4B et clivée par la thrombine tel que décrit dans la section Matériel et 
Méthodes. Les lysats bactériens ou les fractions purifiées de protéines ont été 
colorés au bleu de Coomassie (section A) ou transférés sur nitrocellulose et détectés 
en immunobuvardage_ avec le mélange de sérums rhumatoïdes dilué 1/100 (section 
B). Les échantillons protéiques séparés sont: le lysat de bactéries transformées avec 
RA-1/pGEX-4T- l avant (ligne 1) et après (ligne 2) l'induction de la protéine de 
fusion GST-RA-1; le lysat de bactéries transformées avec le vecteur parental 
pGEX-4T-1 avant (ligne 3) et après (ligne 4) l'induction de la protéine porteuse 
GST seule; la GST-RA-1 (ligne 5) et la GST seule (ligne 6) purifiées sur colonne 
de Glutathione Sépharose 4B; la RA-lr obtenue à la suite du clivage par la 
thrombine de la GST-RA-1 liée à la colonne (ligne 7); et comme témoin, le clivage 
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Figure 32: Immunobuvardage typique de la réactivité de sérums rhumatoïdes 
et de témoins contre les polypeptides GST-RA-1 (A) et RA-lr (B). Le 
polypeptide de fusion GST-RA-1 purifié par affinité et la RA-lr clivée par la 
thrombine ont été séparés par SDS-PAGE et transférés sur membrane de 
nitrocellulose. Les membranes ont été incubées avec les sérums dilués 1/100 pour la 
GST-RA-1 ou 1/50 pour la RA-lr. Lignes 1-19: échantillons sériques provenant 
de 20 patients atteints de PR. Lignes 20-22: sérums de patients lupiques. Lignes 
23-25: sérums d'individus normaux. Les sérums reconnaissant les deux bandes 
polypeptidiques supéri.eures de la GST-RA-1 (section A) ont été considérés positifs. 
La réactivité intense contre les bandes polypeptidiques sous la protéine de fusion 
représente des protéines contaminantes de E. coli reconnues par les anticorps 
naturels des sérums de patients. Dans le cas de la RA-lr (section B), la réactivité 
avec les deux bandes polypeptidiques supérieures a été considérée positive. 
L'ensemble des résultats obtenus tant avec la fusion qu'avec la recombinante était 
similaire. Les sérums incubés dans les lignes 1, 2, 6-9, 12, 14 et 15 sont fortement 
positifs, tandis que ceux des lignes 3, 4, 11 et 17-19 sont faiblement positifs. Des 
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Figure 33: Analyse immunochimique de la réactivité croisée entre 
l'autoantigène Sa et le polypeptide RA-lr: expérience 1. L'EPH séparé par SDS-
PAGE et transféré sur nitrocellulose a été testé avec un sérum anti-Sa et anti-RA-1 
positif dilué 1/200, absorbé ou non avec l'antigène Sa placentaire ou avec le 
polypeptide RA-1 (section A). L'intensité de la réactivité pour chacune des lignes a 
été quantifiée par a!!alyse d'image (section B). Ligne 1: le sérum non absorbé. 
Lignes 2 et 3: le sérum absorbé avec 5 mg ou 10 mg d'EPH semi-purifié. Lignes 4 
et 5: le sérum absorbé avec 100 ou 200 µg de RA-lr. Ligne 6: le sérum absorbé 
avec 1 mg de GST-RA-1 purifiée par affinité. Le sérum non absorbé représente 
100% de la réactivité avec le triplet polypeptidique de l'antigène Sa placentaire 




















Figure 34: Analyse immunochimique de la réactivité croisée entre 
l'autoantigène Sa et le polypeptide RA-lr: expérience II. L'EPH a été traité 
comme pour la figure 33 et testé avec un autre sérum anti-Sa et anti-RA-1 positif 
dilué 1/200, absorbé ou non avec l'antigène Sa placentaire ou avec le polypeptide 
RA-1 (section A). L'intensité de la réactivité pour chacune des lignes a été 
quantifiée par analys~ d'image (section B). Ligne 1: le sérum non absorbé. Lignes 2 
et 3: le sérum absorbé avec 5 mg ou 10 mg d'EPH semi-purifié. Lignes 4 et 5: le 
sérum absorbé avec 100 ou 200 µg de RA-lr. Ligne 6: le sérum absorbé avec 1 mg 
de GST-RA-1 .purifiée par affinité. Le sérum non absorbé représente 100% de la 





Sa [ - -





70 --~ 0 60 ._, 





2 3 4 5 6 
• 
TABLEAUX 
Tableau 1: Analyse comparative de l'autoantigène Sa avec les HSP en immunobuvardage en utilisant différentes sources 
d'anticorps et d'antigènes. 
Anticorps 
rnAb anti- HSP 65 kD (7) 
rnAb anti-HSP 70 kD 
rnAb anti-HSP 71 kD 
mAb anti-HSP 16-18 kD 
Lapin anti-HSP 60 kD 
humaine 
Anticorps anti-Sa purifiés 







positif (60 kD) 
négatif 
Mycobacterium Mycobacterium 
bovis tube rculosis 
positif (60 kD) positif (70 kD) 
positif (70 kD) positif (70 kD) 
nid nid 
nid nid 
nid positif (65 kD) 
négatif négatif 
b: Un seul des 7 anticorps monoclonaux anti-HSP 65 kD s'est révélé positif sur l'ERH. 
HSP induites 
dans les cellules 
HeLa 








positif (65 kD) b 
positif (70 kD) 
positif (70 kD) 
négatif 
négatif 
positif (50 kD) 
Tableau 2: Homologies de séquences peptidiques de l'autoantigène Sa 
Polypeptide 
Bande 1 du Sa humain 
PDI 60 kD humaine ou 
TBG 57 kD humaine 
Bande 2 du Sa humain 
Bande 3 du Sa humain 
Vimentine humaine 
Séquence N-terminale (1-20 a.a.) 
(DA) P E E E D (H) V LV L (R) K S N FA E A 
DAPEEED H VLVL R KSNFAEA 
(S S) V P G V X L L Q X X (E A) F 
(S S) V P G V V L L Q D S V D F 
SS VPGVRLLQDS VDF 
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Tableau 3: Détection des anticorps anti-Sa dans les sérums de 482 patients 
atteints de maladies rhumatismales et de témoins. 
GROUPE DIAGNOSTIQUE* N POSITIFS % 
Polyarthrite rhumatoïde 206 88 42.7 
Collagénoses 165 2 1.2 
Polyarthrites 24 1 3.8 
réactives/séroné ga~ives 
Arthrose 41 0 0 
Normaux 36 0 0 
Mononucléose infectieuse 10 0 0 
* Se référer à la section matériel et méthodes pour le regroupement des patients 
et à la section résultats pour la description des patients non rhumatoïdes anti-
Sa positifs. 
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Tableau 4: Anticorps anti-Sa dans des sous-groupes de polyarthrite 
rhumatoïde. 
Anti-Sa+ 
N N % 
Total des P.R. 206 88 43 
P.R., FR positif 143 71 50 
P.R., FR négatif 63 17 27 
P.R. débutante 31 9 29 
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Tableau 5: Analyse comparative des anticorps anti-Sa et du facteur 
rhumatoïde pour le diagnostic de la polyarthrite rhumatoïde. 
ANTI-Sa FR 
Sensibilité 42,7% 69,4% 
Spécificité 98,9% 76,9% 
Valeur prédictive positive 96,7% 78,6% 
Valeur prédictive négative 69,8% 67,4% 
187 
Tableau 6: Anticorps anti-RA-1 dans les sérums de 97 patients atteints de 
maladies rhumatismales et de témoins. 
GROUPE DIAGNOSTIQUE* N POSITIFS % 
Polyarthrite rhumatoïde 44 21 45.5 
Lupus érythémateux disséminé 11 0 0 
Arthrose 27 2 7.4 
Autres 5 0 0 
Normaux 10 0 0 
* Se référer à la section matériel et méthodes pour le regroupement des patients 
et à la section résultats pour la description des patients anti-RA-1 positifs. 
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Tableau 7: Corrélation entre les anticorps anti-Sa et les anticorps anti-
calpastatine en utilisant 97 sérums de patients atteints de polyarthrite 
rhumatoïde et de témoins. 
Anti-calpastatine + Anti-calpastatine -
Anti-Sa + 18 10 
Anti-Sa - 5 64 
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The Sa System: A Novel Antigen-Antibody System 
Specific for Rheumatoid Arthritis 
NORMAND DESPRÉS, GILLES BOIRE, FRANCISCO JAVIER LOPEZ-LONGO, and HENRI-ANDRÉ MÉNARD 
ABSTRACT. Objective. To describe a nove! autoimmune system (Sa/anti-Sa) specific for rheumatoid arthritis (RA). 
Methods. Antibodies were detected in immunoblots using human spleen and placenta extracts as 
antigens. Sera from 482 patients with various rheumatic diseases as well as from healthy controls 
were evaluated to define the disease associations of anti-Sa antibodies. 
Results. Sera from 88 of206 (42.7%) unselected patients with RA recognized specific protein bands 
(the Sa antigen) in immunoblots of spleen or placenta extracts, including 9 of 31 (29%) patients 
seen in the first few months after disease onset. Anti-Sa antibodies were found both in rheumatoid 
factor (RF) negative (17/63 or 27%) and in RF positive patients with RA (71/143 or 50%). They 
were nevertheless absent in RF positive patients with other connective tissue diseases (0/39). Anti-
bodies to Sa were essentially found in sera from patients with RA (specificity 98.9%) being found 
only in 3 patients whose arthritides did not fulfill the ACR criteria. The positive predictive value 
of anti-Sa antibodies for RA was 96.7%, while its negative predictive value was 69.8%. Anti-Sa 
antibodies were predominantly of the IgG isotype, with titers varying from 1/50 to > 1/1000. The 
Sa antigen was characterized as a poorly soluble protein that is present in normal human tissues 
and that is distinct from ail previously described RA associated autoimmune systems. 
Conclusion. Anti-Sa antibodies are a nove! serological marker highly specific for RA. Since anti-
Sa antibodies occur independently of RF, they can be used as an additional diagnostic tool. The 
molecular nature of the Sa antigen as well as its potential pathogenic role in a significant proportion 
of patients with chronic articular inflammation of the rheumatoid variety merit further definition. 
(J Rheumatol 1994;21:1027-33) 
Key lndexing Tenns: 
RHEUMATOID ARTHRITIS 
AUTO ANTIBO DIES 
Autoantibodies are found in the sera of most patients with 
connective tissue diseases (CTD). Antibodies targeting 
specific DNA and RNA binding proteins characterize sys-
temic lupus erythematosus (SLE), Sjêigren's syndrome (SS), 
polymyositis/dermatomyositis (PM/DM) and systemic scler-
osis (SSc) 1• Antibodies to negatively charged phospholipids 
are associated with thromboembolic manifestations2 , while 
antibodies to mitochondrial and lysosomal enzymes are found 
in li ver diseases3 and vasculitic syndromes4, respectively. In 
rheumatoid arthritis (RA), IgM rheumatoid factor (RF) has 
assumed a pivotai role in dividing patients into seropositive 
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Després, et al: Anti-Sa antibodies in RA 
ANTI-Sa ANTIBODIES 
DISEASE SPECIFICITY 
and seronegative groups with different clinical manifestations 
and prognoses5 • RF remains the best serological marker for 
RA despite our incomplete knowledge of its pathogenic role, 
its presence in only 70% of patients, its frequent absence 
in early stages of disease, and its Jack of specificity6 • 
Because of the limitations of RF and because RA is such 
a heterogeneous disease, other potentially useful diagnostic 
or prognostic tools are needed. Severa! autoantibodies have 
been identified in rheumatoid sera7- 11 • Their frequencies 
range from < 5 % to > 80 % , but ail Jack disease specifi-
city. We describe a nove! autoimmune system first identi-
fied using the serum of a patient named Savoie (Sa)12 • Our 
data indicate that anti-Sa antibodies are essentially restrict-
ed to and are found at high prevalence in the sera of patients 
with RA whether they are RF positive or negative. Anti-Sa 
antibodies frequently appear early in disease, and anecdotal 
observations suggest that titers may fluctuate with disease 
activity. The Sa system would thus appear to be a promis-
ing diagnostic tool for studying some of the events leading 
to the chronic evolutive polyarthritis that characterizes RA. 
MATERIALS AND METHODS 
Patients and contrais. Our study included serum samples from 482 patients. 
Two hundred and six patients fulfilling the American College of Rheuma-
tology (ACR) criteria for RA6 were diagnosed at the Rheumatic Diseases 
Unit of the Université de Sherbrooke and agreed to participate in a study 
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on the clinical significance of autoantibodies in RA. Seven of these patients 
with RA also satisfied at least 4 criteria for SLE and another also fulfilled 
the criteria for SSc, includmg anti-Scl-70 antibodies. Since none of these 
8 patients had anti-U 1 RNP antibodies, they were thus considered to have 
2 concomitant diseases and not the mixed CTD (MCTD) type of overlap. 
A first control group mcluded sera from 188 patients with various inflam-
matory rheumatic disorders: 68 patients with SLE, 24 with SSc, 16 with 
pnmary SS, 8 with MCTD (ail with anti-U IRNP antibodies), 5 patients 
with PM/DM, 5 patients with discoid LE. 36 patients with u11d1fferentiated 
CTD (UCTD). 24 patients with spondyloarthropathy w1th prominent 
pcripheral mvolvement (14 with psoriatic arthrit1s, and IO with Reiter's syn-
drome/reactive arthnfü), 1 patient with adult Still's disease, and 1 patient 
with polymyalgia rheumatica. A 2nd control group of 88 patients with nonin-
flammatory conditions mcluded 42 elderly patients with osteoarthritis (OA), 
36 healthy adults, and 10 young patients recovering from infectious 
mononucleosis. The presence of anti-EBNA (Epstein-Barr nuclear antigens) 
in these IO convalescent sera was confirmed using EBNA anticomplement 
immunofluorescence (IF) (Organon Teknika, Scarborough, ON, Canada). 
Ali sera were separated at 37°C, coded, aliquoted. and stored at -20°C. 
Reference antisera to Ro(SSA), La(SSB), UlRNP. Sm, Jo-1 and Scl-70 
antigens were obtamed from the Centers for Disease Control (CDC: Atlanta, 
GA). Anti-Sa positive rcference sera werc sclected by the1r high reactivity 
in immunoblots (see below) and absence of reactivity towards other known 
autoantigens. The antiperinuclear factor (APF) refcrence serum from the 
Netherlands Red Cross Central Laboratory (Amsterdam, Netherlands) was 
a gift from Dr. A.A.A. Westgeest 10• Sera positive and negative for anti-
RA33 antibodies 11 were obtained from Dr. J. Smolen (Vienna, Austna) 
and tcsted blindly for anti-Sa. Reciprocally, wc sent Dr. Smolen anti-Sa 
positive and negative RA sera to be tested blindly for anti-RA33. 
Preparation of antigenic sources. Human spleen (HSE) and placenta extracts 
(HPE) were prepared from organs, flash frozen in liquid nitrogen and stored 
at -80°C or from fresh organs as described 13 with some modifications. 
Ali procedures were done at 4 °C, and ail buffers were supplemented with 
0.02 % NaN3 , 1.5 mM dithiothreitol, 1 mM phenylmethylsulfonylfluoridc 
and 5 µglml each of chemostatin, leupcptin, antipain, and pepstatin. Briefly, 
tissues wcre homogenized in 4 volumes of 50 mM Tris-HCI, pH 7.4, 120 
mM NaCI (homogenization buffer). The homogenatc was clarified by cen-
trifugation and the supematant mixed with preswollen diethylaminoethyl 
cellulose (DE 52, Whatman, Kent, England; 1 g/g of tissue) equihbrated 
w1th homogenization buffer. The bound proteins were eluted stepw1se with 
Tris buffered saline (TBS, 50 mM Tris-HCl, pH 7.4) containing 150, 200. 
250, and 300 mM NaC!. The fractions were dialyzed against distilled water, 
and the desalted cxtracts were freeze dried. For use as an antigcnic control 
and as a molecular weight marker in immunoblots, normal human IgG was 
purified on Protein-A sepharose 6 MB (Pharmacia, Montréal, PQ, Canada) 
as described 14 • 
Human HeLa and MOLT4 cells, initially obtained from Amencan Type 
Culture Collection (Rockville, MD) were maintained at 37°C under 5% 
CO,, in RPMI 1640 supplemented with 10% heat inactivated fetal calf se-
rum, 60 µglml of penic111in, and 100 µg/ml of streptomycin. Cells were 
col!ected by centrifugation and washed in 10 mM Tris-HCI, pH 7.4, 150 
mM NaCI (TBS). Cytoplasmic and nuclear extracts were prepared from 
HeLa cells, as described 11 . Total cell extracts were prepared by sonica-
tion at low intensity in NET-2 buffer (50 mM Tris-HCI pH 7.4, 150 mM 
NaCl, 0.05% Nonidet P-40) followed by centrifugation at 13,000 x g for 
15 min. The insoluble pellet and the supernatant were separately mixed with 
sample buffer (see below) and used in immunoblots. 
Autoimmune sero/ogy. The methods used for the demonstration of RF (la-
tex agglutination test), FANA (indirect IF [!IF] on HEp-2 cells), anti-ds')NA 
(radioimmunoassay using nick translated 3H-DNA from lambda phage), 
anti-Sm, anti-UIRNP, anti-Ro(SSA), anu-La(SSB), anti-Jo-1, anti-PM/Scl, 
and anti-Scl-70 (double immunodiffusion [ID] in agarose using rabbit thy-
mus extract and HSE) have ail been described 13 . Antinuclear specificities 
were confirmed using commercial enzyme linked immunosorbent assays 
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(ELISA) (IAF Biochem, Montréal, PQ, Canada) and 1mmunoprecipitation 
of cell extracts 15 • lmmunoprecipitated nucleic acids or proteins were sepa-
rated by electrophoresis and identified on autoradiograms. 
Po/yacrylamide gel e/ectrophoresis (PAGE) and immunoblotting. HSE and 
HPE were electrophoresed in 15% discontinuous PAGE (acrylamide:bis; 
36.5:1) under denaturing and reducing conditions (SOS-PAGE) as 
described 13. HSE or HPE (! 0 mg/ml) were dissolved in sample buffer (2 % 
SOS, IO% glycerol, 62.5 mM Tris-HCI, pH 6.8, and 5% 2-mercapto-
ethanol), boiled for 3 min and layered across the top of slab gels. Elec-
trophoresis was done using a Mim Protean II system (Bio Rad Laboratories, 
Richmond, CA) at 150 V for 1 h at room temperature. Separated proteins 
were transferred onto nitrocellulose membranes (Hybound, Amersham, 
Arlington He1ghts, IL) at 100 V for 1 h in 12.5 mM Tris, 96 mM glycine, 
pH 8.3 containing 20% methanol16 . Prestained or biotinylated molecular 
weight markers werc either from Amersham or Bio Rad. After saturation 
with 3% bovine serum albumin (BSA) in TBS, membranes were incubated 
for 1 h w1th sera diluted in 150 mM Tris-HCI, pH 7.4, 0.1 % Tween 20, 
0.5 o/c BSA (Buffer A) in a Minibloner II apparatus (Immunetics, Cambridge, 
MA). Ali sera werc screened against HSE or HPE at a dilution of 1/50, 
and positive reactions were confirmed at higher dilutions. A total of97 ran-
domly chosen sera (including 40 anti-Sa positive on HSE) were also tested 
against HPE. After extensive washing with Buffer A, nitrocellulose sheets 
were incubatcd with affinity purified biotinylated goat antlhuman IgG (Fe) 
(or ant1human IgM m some experiments) followed by horserad1sh perox1-
dase conJugated streptavidm (both from Jackson Research Laboratories, West 
Grove, PA) each at a dilution of 1/2000 in Buffer A. Membranes were 
washed extensively with 50 mM Tris-HCI, pH 7.4, 1 M NaCI, 0.1 % Tween 
20. Bands were developed in 10% methanol and 0.015 o/c H20 2 usmg 
4-chloro-1-naphtol (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) as substrate. Sera 
wcre codcd and the immunoblots read blind. Ail sera were tested at least 
tw1ce: when the results were discordant for a given serum. the result of 
a 3rd test was the one recordcd. Sera g1vmg indetermmate results (i.e., very 
famt bands) werc read as negative. To verify reproducibility. randomly 
chosen sera were retested at mtcrvals with differcnt antigenic preparations. 
In some experimcnts, spec1fic anti-Sa ant1bodies were purified by immuno-
affinity on nitrocellulose membrane strips using the acid eluuon 
technique 17 • 
Enzymatic treatmems. HSE was digested with enzyme' that clcavc nucleic 
ac1ds. proteins, and sialic ac id. Bnefly, HSE (IO mg/ml) werc incubated 
for 30 mm at 37°C with 100 µg/ml RNase A (Calbiochem. San Diego, CA) 
or 400 µglml DNase 1 (Pharmacia) in 20 mM Tns-HCI. pH 7.5. 1 mM 
MgCI, or w1th 100 µglml protcinase K (Sigma) in 20 mM Tm-HCI. pH 
7.4, 50 mM NaCI, IO mM EDTA, 0.2% SOS. Enzymatic de,1alylat1on 18 
was carricd out by the addition of sol id sodmm citrate to a final concentra-
tion of 0.1 M. pH 6.0 and incubation wah 2 u/ml ncuraminidase (Sigma) 
for 120 min at room temperature. Trcated samplcs werc added to samplc 
buffer and subjected to SOS-PAGE and 1mmunoblotting 
llF. A standard IIF assay was used throughout the study w1th scvcral com-
mercial FITC-antihuman lgG and/or lgM (Sanofi-Pastcur. Chaska. MN: 
Hocchst-Behring, Marburg, Germany) Sera werc tested at dilution' or 1/5 
to 1/100. As substrates, we used commercial prcparations of HEp-2 cc!!' 
(Sanofi-Pasteur and Immuno Concept Inc .. Sacramento, CA), and commer-
cial mouse kidney, liver, and stomach sections (Sanofi-Pa,teur). Human 
buccal mucosa cells were obtained from an appropnate donor cxprc,,ing 
the anllgen recognized by APF10. Human peripheral blood leukocytes \\Cre 
isolated by gravity scdimentation m dextran followcd by F1coll-Hypaquc 
gradient centrifugation 19. 
RESULTS 
Sera from patients with RA specifically recognize a 50 kDa 
antigen in immunoblots of HSE. The method used to obtain 
HSE was initially developed to detect anti-Ro(SSA) and anti-
La(SSB) antibodies in human sera13 • Most anti-Ro(SSA) 
sera defined by ID [identity with a precipitin formed by CDC 
Jhe Joumal of Rheumatology 1994; 21:6 
reference anti-Ro(SSA) serum] recognized a 60 kDa band 
in immunoblots of HSE (Figure !A, Lanes 1 and 2). The 
52 kDa Ro polypeptide was usually lost during HSE prepa-
ration because 52 kDa Ro elutes from DEAE at about 100 
mM NaCI while Sa, 60 kDa Ro, and La proteins elute 
between 150 and 300 mM NaCI. Small amounts of con-
taminating 52 kDa Ro were still present in some HSE prepa-
rations, however, and anti-Ro sera containing high titers of 
anti-52 kDa Ro antibodies then weakly recognized a 52 kDa 
band (Figure !A, Lane 1) while sera with low titers of anti-52 
kDa Ro antibodies did not (Figure !A, Lane 2). One serum 
that we used as a contrai anti-Ro serum in ID (the original 
Sa serum) recognized only a 50 kDa protein distinct from 
52 kDa Ro (Figure lA, Lane 3). This serum did not recog-
nize any antigen in immunoblots of HeLa cell extracts under 
conditions where most anti-Ro sera recognized the 52 kDa 
Ro polypeptide in addition to classic 60 kDa Ro (data not 
shown). That the 50 kDa protein targeted by the Sa serum 
was distinct from 52 kDa Ro was further demonstrated when 
HSE devoid of 52 kDa Ro was used (Figure lB). In Figure 
1 B, the serum in Lane 2 was the same as the one used in 
Lane 1 of Figure lA, but no 52 kDa Ro band was detected 
in this particular HSE preparation. Antibodies in the origi-
nal Sa serum recognized a 50 kDa band present in both HSE 
preparations, however. The absence of recognition of the 
Ro60kD 
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Fig. IA. Specific recognition of 50 kDa polypeptide by prototype anti-Sa 
sera in immunoblots of HSE. HSE blotted on nitrocellulose (Lanes 1-6) 
was incubated with anti-Ro(SSA) sera (Lanes 1 and 2), the Sa serum (Lane 
3) and anti-Ro negative serum from a patient with RA (Lane 4), an anti-
Ro(SSA)/anti-La(SSB) serum (Lane 5), and normal human serum (Lane 
6). Reduced human IgG (Lane 7) was only developed with the 2nd antibody 
(anti-IgG Fe fragment). It can be seen that the migration of the Sa antigen, 
recognized by anti-Sa sera in Lan es 3 and 4, differs from that of the other 
autoantigens and the heavy chain of IgG. 
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expected 60 kDa Ro band by the Sa serum was due to the 
presence in this serum of anti-Ro(SSA) antibodies only tar-
geting conformational epitopes present on the nondenatured 
60 kDa Ro(SSA) protein and absent on the corresponding 
SDS denatured polypeptide 13 • The 50 kDa protein recog-
nized by the Sa serum was also clearly distinct from the La 
antigen (Figure lA, Lane 5) . We soon observed that other 
sera, devoid of anti-Ro(SSA) antibodies, also recognized the 
50 kDa band (the Sa antigen) in immunoblots ofHSE at titers 
varying from 1/50 to 111000 (Figure lA, Lane 4, and Figure 
2). These sera were thus called anti-Sa positive. Using spe-
cial PAGE conditions (longer gels and lower voltage), the 
50 kDa Sa antigen was shown to consist of a tight doublet 
of bands (Figure lB, Lane 5). In addition, antibodies affinity 
purified on the Sa antigen specifically recognized the Sa 
antigen doublet (Figure lB, Lane 4). 
Unexpectedly, anti-Sa sera (including the original Sa 
serum) were almost exclusively from patients with RA (Table 
1). Results of a typical Western blot are shown in Figure 
2 to illustrate the characteristic banding pattern observed in 
screening conditions. Anti-Sa antibodies were present in-
dependently of RF because 17 /63 (29 % ) seronegative patients 
with RA were anti-Sa positive. In addition, strongly RF posi-
tive sera from patients with other CTD were uniformly anti-
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Fig. IB. Immunoblot of HSE fractionated in SDS-PAGE under special 
conditions (longer gel, lower voltage). This particular HSE preparation did 
not contain contaminating 52 kDa Ro antigen as can be seen in Lane 2, 
where the serum shown in Lane 1 of Figure !A was used. Lane 1 contains 
affinity-purified anti-60 kDa Ro antibodies. A prototype anti-Sa serum (Lane 
5) and affini~y purified anti-Sa antibodies (Lane 4) both recognize a tight 
doublet migrating at about 50 kDa. Lane 3: A normal human serum. 
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Table 1. Anti-Sa antibodies in sera from 482 patients with 
rheumatic disease and controls 
Diagnostic Group* N Positive % 
RA 206 88 42.7 
CTD 165 2 1.2 
Seronegative/reactive 
polyarthritis 24 1 3.8 
OA 41 0 0 
Normal healthy contrais 36 0 0 
Infectious mononucleosis 10 0 0 
* See Materials and Methods for a breakdown of each group and Results 
for details on patients without RA and positive for anti-Sa. 
run side by side on SDS-PAGE and blotted with anti-Sa sera, 
Sa was easily differentiated from the heavy chain of IgG 
(Figure lA, Lane 7) . 
Characterization of the Sa autoimmune system. Anti-Sa anti-
bodies were predominantly of the IgG isotype. Although 
some sera also contained lgM anti-Sa, no serum was found 
to contain IgM anti-Sa without concomitant IgG. The Sa 
antigen was initially thought to represent either degraded or 
alternative forms of the well known snRNP bands [e.g., 
Ro(SSA), La(SSB), Sm or UlRNP] migrating in the 40 to 
60 kDa region. This was shown not to be the case in view 
of several concordant observations. First, anti-Sa sera did 
not immunoprecipitate RNA or DNA from 32P-labelled 
soluble extracts of sonicated HeLa cells (data not shown). 
In contrast, anti-Ro(SSA) and anti-Sm sera precipitated the 
appropriate RNA from the same extracts 13• Second, none of 
the CDC reference sera with specificities against Ro(SSA), 
La(SSB), Sm, UIRNP, Scl-70, and Jo-1 recognized the Sa 
antigen in immunoblots. Third, the anti-Sa banding pattern 
consisted of a 50 kDa doublet or triplet easily distinguished 
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Fourth, anti-Sa sera failed to form precipitins in agarose when 
tested by ID using HSE as antigen. This was initially thought 
to result from the marked insolubility of the semi-purified 
antigen under nondenaturing conditions and/or to the low 
concentration of the Sa antigen in HSE. Increasing the con-
centration of soluble Sa antigen did not result in precipita-
tion lines, making these explanations unlikely. Fifth, the 
42.7% frequency in RA sera and the disease specificity of 
the anti-Sa antibodies (see below) were not consistent with 
any of these autoantibody systems. 
The Sa system was distinct from described RA associated 
autoimmune systems7•9- 11 as shown by the following experi-
ments . First, 5 strongly anti-Sa positive and 5 anti-Sa nega-
tive RA sera were all hegative when tested for anti-RA33 
antibodies by Dr. J . Smolen11 •21 (persona! communication) . 
Similarly, 2 of 5 anti-RA33 positive and 1 of 5 anti-RA33 
negative sera contained anti-Sa antibodies. Second, the APF 
reference serum10 failed to recognize the Sa antigen in blots 
of HSE. Similarly, APF was found by IIF on cells from buc-
cal mucosa in 7 of 10 anti-Sa positive as well as in 2 of 4 
anti-Sa negative sera from patients with RA . This suggested 
that APF and anti-Sa antibodies are distinct systems that fre-
quently coexist in rheumatoid sera. Third, anti-HaT-1 anti-
bodies form characteristic precipitin lines in ID and recog-
nize an antigen whose molecular weight in gel permeation 
chromatography is about 150 kDa9• The HaT-1 antigen has 
not been characterized in Western blot. No precipitins are 
formed in ID by anti-Sa antibodies reacting with HSE con-
taining the 50 kDa Sa antigen. Thus, no similarity appears 
to exist between the HaT-1 and Sa autoimmune systems , 
although no specific attempts were made to confirm their 
differences. Fourth, the molecular weight of the Sa antigen 
in SDS-PAGE (50 kDa) was clearly different from the 70 
kDa EBNA7. In addition, none of 10 sera from patients 
15 17 
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Fig. 2. Screening sera using immunoblots of HSE. The nitrocellulose sheet was incubated with 27 different sera: normal human serum (Lane !), contrai 
anti-Ro(SSA) sera (Lanes 2 and 27), a contrai anti-Sa serum (Lanes 3 and 26), and 22 sera whose specificities were unknown (Lanes 4- 25) . Ali sera were 
tested at a 1/50 dilution. Lanes 3- 9, 18, 19, 21, 25, and 26 gave the characteristic and reproducible banding pattern of anti-Sa antibodies . Ali positive 
sera were from patients with RA . Bands obtained with contrai sera serve as molecular weight markers. 
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recovering from an EBV infection blotted the Sa antigen, 
while all were positive for anti-EBNA antibodies. 
Characterization of the Sa antigen. Splenic Sa antigen elut-
ed from DEAE between 150 and 200 mM NaCI. To further 
characterize the Sa antigen, HSE extracts were treated with 
various enzymes. Treatments with RNase A, DNase I and 
neuraminidase did not affect the apparent molecular size or 
antigenicity of the Sa antigen in immunoblots, while pro-
teinase K destroyed it (data not shown). Combined with the 
failure of anti-Sa sera to immunoprecipitate RNA or DNA 
from HeLa cell extracts, this suggested that the Sa antigen 
was a nonsialylated protein not associated with nucleic acids. 
In addition, anti-Sa sera failed to recognize any specific band 
in immunoblots of cytoplasmic and nuclear fractions of HeLa 
and MOLT 4 cells. Similarly, anti-Sa sera did not im-
munoprecipitate Sa from 35S-labelled HeLa cells. IIF studies 
were attempted but revealed no consistent pattern of distri-
bution on the various cell lines and tissues examined using 
whole sera or immunoaffinity purified antibodies. Using 
these methods the Sa antigen was not detectable in signifi-
cant amounts in cultured cells. 
The absence of Sa from cultured cells implied that charac-
terization of the antigen depended on its purification from 
tissues. High yields of Sa antigen were only obtained from 
30 % of autopsy spleens, suggesting that the level of expres-
sion of the antigen differed between individuals or that sub-
tle differences between spleens (e.g., elapsed time between 
death and autopsy or disease processes affecting the patient) 
affected the recovery of the antigen. Because human placentas 
are much easier to obtain than spleens, these were tested for 
the presence of the Sa antigen. Anti-Sa sera specifically 
recognized a polypeptide of 55 kDa in HPE, in addition to 
the polypeptide of about 50 kDa common to HSE and HPE 
(Figure 3). Placenta! Sa antigen eluted between 200 and 300 
mM NaCI. To confirm the antigenic relationship between 
the Sa antigen from both tissues, antibodies were affinity 
purified on HSE and used on immunoblots ofHPE (and vice : 
versa). Complete crossreactivity between Sa antigens from 
both tissues was clearly demonstrated (Figure 3). In addi-
tion, all 40 sera that were anti-Sa positive on HSE gave a 
positive reaction also against the Sa antigen from HPE. In 
contrast to the erratic recovery of Sa from spleen, however, 
Sa antigen could be obtained from all placentas. 
Anti-Sa antibodies are RA specific. The remarkable disease 
specificity of anti-Sa, antibodies is documented in Table 1. 
In our cohort, the sensitivity of anti-Sa for RA is about 43 % 
(Table 1). Anti-Sa antibodies were detected both in RF posi-
tive (50 % ) and RF negative patients with RA (27 % ) (Table 
2), as well as in patients with positive and negative FANA 
(data not shown). Anti-Sa were not found in RF positive 
patients with CTD other than RA (0/39). The extremely high 
specificity of anti-Sa for RA (99 % ) was unexpected and 
rather perplexing. To date, no positive serum has been found 
from healthy controls or patients with nonautoimmune dis-
Després, et al: Anti-Sa antibodies in RA 
HSE 
Fig. 3. lmmunological crossreactivity of the Sa antigen from HSE and HPE. 
HSE (left) and HPE (right), blotted on nitrocellulose, were probed with 
the following sera and antibodies: An anti-Ro(SSA) and anti-La(SSB) serum 
(Lane 1), an anti-Sa positive RA serum (Lanes 2 and 6), antibodies affinity 
purified from immunoblots of HSE using the anti-Sa serum shown in Lanes 
2 and 6 (Lanes 3 and 7), antibodies affinity purified from immunoblots of 
HPE using the anti-Sa serum shown in Lanes 2 and 6 (Lanes 4 and 8), and 
an anti-Ro(SSA) serum (Lane 5). 
Table 2. Comparison of anti-Sa antibodies and of RF for the 
diagnosis of RA 
Sensitivity 
Specificity 
Pos. predictive value (PPV) 
Neg. predictive value (NPV) 
% Anti-Sa 











In 206 patients with RA, 143 were RF positive (71 with anti-Sa) and 63 
were RF negative (17 with anti-Sa). In 276 patients with no RA, RF was 
positive in 39 (no anti-Sa), negative in 130 (3 had anti-Sa), and unk:nown 
in 107 (no anti-Sa). 
* Assuming that RF was negative in ail unknowns, sensitivity and PPV of 
RF would remain the same, but its specificity would increase to 85. 9 % and 
its NPV to 79.0%. 
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eases. Of the 10 patients with "other diseases" that produced 
anti-Sa antibodies, 4 fulfilled the ACR criteria for both RA 
and SLE, one fulfilled criteria for both RA and SSc, and 2 
had a seropositive erosive polyarthritis with juvenile onset. 
These 7 patients are included in the RA group in Table 1. 
In addition, one patient had RA-like seronegative polyarthritis 
with psoriasis. This serum is included in the seronega-
tive/reactive polyarthritis group in Table 1. Finally, 2 patients 
with UCTD were anti-Sa positive: one had nonerosive poly-
arthritis and one had nonerosive polyarthritis of recent on-
set accompanying cancer of the colon. Both patients are in-
cluded in the CTD group in Table 1. In our population and 
using our most stringent criteria (i.e., counting as patients 
with RA only those without evidence of accompanying 
CTD), the presence of anti-Sa had a much better positive 
predictive value (96.7 vs 78.6%) and a similar negative 
predictive value (69.8 vs 67.4%) for RA (Table 2) than the 
presence of RF. 
The global prevalence of anti-Sa in RA shown in Tables 
1 and 2 was obtained with patients at various stages of their 
disease. Among the 31 patients in their first year of disease 
(recent onset), anti-Sa was found in 9 (29%). One such 
patient had serial clinical and serological evaluations from 
the onset and over many years. Her articular disease was 
successfully controlled with methotrexate, and the titers of 
anti-Sa progressively declined and became undetectable while 
RF persisted. Although anecdotal, this and several other ob-
servations suggested that, at Ieast in some patients, titers of 
anti-Sa antibodies may vary over time with disease activity. 
This is currently being evaluated in an ongoing prospective 
study. 
DISCUSSION 
RA Iikely represents a syndrome encompassing multiple dis-
eases with similar articular manifestations. Autoimmunity 
is a hallmark of the rheumatoid syndrome. By analogy with 
other CTD such as SLE, where specific autoantibodies are 
now used as diagnostic criteria20 , numerous autoantibodies 
have been identified in RA sera, most notably RF, anti-
RA33, APF, RA nuclear antigens, anti-HaT-1, and anti-
Ro(SSA). None have become recognized as entirely disease 
specific2 1. We describe an apparently new autoimmune sys-
tem presenting 3 sets ofunusual features. These may explain 
why the Sa system escaped earlier detection by the numer-
ous investigators working with objectives similar to ours. 
First, the detection of anti-Sa was initially strictly depen-
dent on immunoblotting. In contrast to most described auto-
immune systems, anti-Sa antibodies produced no precipitin 
in ID, nor did they give a definite IIF pattern. Development 
of a reliable ELISA or agglutination assay was impossible 
using crude extracts and whole sera. Similarly, immuno-
precipitation was not appropriate in any system using tissue 
extracts and was negative using commonly available cell 
Iines. This dependency on a single method of detection was 
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most probably due to the fact that immunoblotting is ideally 
suited for the specific recognition of an antigen in crude ex-
tracts. Using an antigen whose high pressure Iiquid chro-
matography purification has been monitored by immunoblot, 
a semiquantitative anti-Sa ELISA assay is now available22 
and is currently being evaluated for mass screening. Second, 
preparation of semipurified Sa antigen in sufficient quanti-
ties was tedious and difficult. Since we had shown that anti-
Ro(SSA) antibodies prominently target human-specific 
epitopes I5,23, we elected to use human tissues as antigenic 
sources to screen for new autoantigenic systems. The ex-
traction procedure, initially designed to prepare extracts con-
taining Ro(SSA) and La(SSB) antigens, may have been 
suboptimal for obtaining Sa. This appears to be the case at 
least in human spleen where about 3 of every 10 procedures 
were satisfactory. Furthermore, the Sa antigen did not appear 
to be present in any significant amounts in cultured cells. 
Preliminary results also suggested that nonhuman tissues 
(e.g., bovine placenta) were poorly crossreactive with human 
Sa protein (data not shown). Thus, unless one possessed very 
specific and high titered sera, the Sa system could easily have 
remained undetected, ignored, or discarded as a nonreprodu-
cible artifact. Sa antigen was later found to be present in ail 
human placentas and in rheumatoid pannus (data not shown), 
facilitating the refinement of a purification protocol and the 
characterization of the system22 • The antigen recognized by 
anti-Sa antibodies in placenta extracts consisted of a 55 kDa 
protein band in addition to a polypeptide of about 50 kDa 
common to both tissues. Although slightly different antigens 
may be present in different tissues, an alternative explana-
tion for this observation may be that a Iesser degree of degra-
dation of the antigen takes place in tissues that are obtained 
fresh (such as placenta and pannus) compared to spleens ob-
tained at autopsy. Indeed, the molecular weight of the Sa 
antigen decreased progressively, and the antigenicity 
decreased and finally disappeared when spontaneous degra-
dation was allowed to proceed in HSE (data not shown). The 
relatedness of the Sa antigens from both tissues was shown 
using antibodies affinity purified from immunoblots. Indeed 
full immunologie crossreactivity between individual bands 
of Sa from a single tissue, as well as crossreactivity between 
antigens from different tissues was observed. In addition, 
ail 40 sera shown to react with the Sa antigen from spleen 
that were tested against HPE were also shown to recognize 
Sa antigen from placenta. The Sa antigen thus appeared to 
be a normal constituent of human tissues. Third, antibodies 
to Sa were remarkably disease specific. Since RA is rela-
tively neglected by investigators of the humoral autoimmune 
response (in comparison to SLE, for example), anti-Sa sim-
ply may not have been systematically investigated. 
The targets of anti-Sa antibodies were 50 kDa nonsialylated 
polypeptides that did not appear to internet with nucleic acids. 
This distinguished Sa from a number of autoantigens 1• 
Although the pathogenic importance of the Sa system is 
171e Journal of Rheumato/ogy 1994; 21 :6 
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unknown, there are 4 lines of evidence supporting a signifi-
cant rale in RA. First, using the semipurified antigens and 
the immunoblotting technique described here, more than 40 % 
ofunselected patients with RA praduced anti-Sa antibodies. 
Second, anti-Sa antibodies were virtually absent in sera from 
contrai patients with rheumatic disease and healthy contrais. 
The very high specificity and positive predictive value of anti-
Sa for RA suggested that these antibodies may complement 
(and possibly outperform) RF as a diagnostic tool. Whether 
this unusual specificity will hold in other patient populations 
or when using more sensitive assays remains to be confirmed, 
however. If it does, anti-Sa antibodies may represent a for-
midable tool for studying the pathogenic events leading to 
RA. Third, anti-Sa antibodies were present in the first few 
months after disease onset, being already detectable as IgG. 
This would be consistent with the hypothesis that an antigen 
driven immune response was in pragress. The presence of 
high concentrations of Sa antigen in rheumatoid synovial 
tissue22 would increase the likelihood of the in situ forma-
tion of anti-Sa antibodies and would suggest a potential patho-
genic raie in the initiation or maintenance of the chranic des-
tructive pracess observed in RA. Fourth, anecdotal obser-
vations suggest that titers of anti-Sa antibodies may fluctu-
ate with disease activity or effective treatment. These fea-
tures as well as the results of the characterization of the an-
tigen distinguish Sa from ail described autoimmune systems 
that have been associated with RA. These data may point 
the way to a better understanding of diagnosis and treatment 
of this disease. 
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Detection And Expression of a cDNA Clone That Encodes a Polypeptide 
Containing Two lnhibitory Domains of Human Calpastatin and its Recognition 
by Rheumatoid Arthritis Sera 
Normand Després, Guylaine Talbot, Bertrand Plouffe, Gilles Boire, and Henri A. Ménard 
Rheumatic Diseases Unit, Faculty of Medicine, Université de Sherbrooke, Sherbrooke, Québec, Canada, JI H 5N4 
Abstract 
RA is the most frequent and most destructive inftammatory 
arthropathy. Rheumatoid factors, in spite of their Jack of 
disease specificity, are important serological markers for 
RA and appear important in its immunopathogenesis as 
well. In search of more disease-specific auto immune systems, 
we have screened a human placenta Àgtll cDNA expression 
library using selected sera from patients with classical ero-
sive RA. We have identified one clone (RA-1) that is recog-
nized by three of five screening sera. The 950-bp insert 
shows a complete nucleotide sequence homology to the 
cDNA encoding the two COOH-terminal domains of calpas-
tatin. The deduced open reading frame of the RA-1 cDNA 
predicts a 284-amino acid protein, with a calculated mol 
wt of 35.9 kD. Calpastatin is the natural inhibitor of cal-
pains, which are members of the cysteine proteinases re-
cently implicated in joint destruction in rheumatic diseases. 
The two domains encoded by the RA-1 clone each contain 
the structural features associated with the inhibitory activity 
of human calpastatin. By Western blotting, 45.5% or 21/44 
RA sera specifically recognized both the fusion and the 
cleaved recombinant protein. This is in contrast to 4.7% 
(2/43) in nonrheumatoid sera and 0/10 in normal sera. 
Anticalpastatin autoantibodies could represent a disease-
associated marker in chronic erosive arthritis of the rheu-
matoid type and could hypothetically play a dual pathogenic 
role, directly via an immune interference and indirectly 
through an immune complex mechanism. (J. Clin. Invest. 
1995. 95:1891-1896.) Key words: autoantibody • autoanti-
gen • molecular cloning • cysteine proteinase inhibitor • 
autoimmunity 
Introduction 
Many manifestations of autoimmune diseases are characterized 
by their association with specific autoantibodies. In systemic 
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lupus erythematosus, anti-dsDNA and anti-Sm autoantibodies 
can both serve as disease markers while only anti-dsDNA anti-
bodies seem to have a pathogenic implication ( l). In Graves' 
disease and myasthenia gravis, antibodies respectively targeting 
the thyroid-stimulating hormone and the acetylcholine receptors 
may actually drive the disease process (2, 3). Conversely, anti-
thyroglobulin, antimicrosomal thyroid peroxidase, and anti-
striated muscle autoantibodies appear to act only as disease 
markers. 
Severa! autoantibodies have been reported to be more 
closely associated with RA ( 4-8). With the exception of rheu-
matoid factors, which are implicated in local immune complex 
formation and deposition, there is no evidence for a pathogenic 
role for these autoantibodies which may represent mere disease 
markers. A search for antigen-antibody systems more relevant 
to RA pathogenesis is thus warranted. 
Isolation of cDNA clones encoding human proteins and 
peptides have been extensively used to identify new autoanti-
gens ( 9). We undertook the immunoscreening of a human pla-
centa l..gtl 1 expression library with a pool of sera from live 
chronic erosive rheumatoid factor positive RA patients. In this 
study, we report that these sera recognized a cDNA clone (RA-
1) 1 encoding a protein corresponding to the two most COOH-
terrninal ( residues 425-708) of the four inhibitory domains of 
calpastatin, the natural inhibitor of cal pains ( 10). Cal pains are 
calcium-dependent cysteine proteinases which are important in-
tracellular activators in the signaling pathways and in triggering 
apoptosis (11, 12). They may also play a direct extracellular 
role in the destruction of connective tissue matrix and cartilage 
occurring in arthritic synovial joints ( 13). We also demonstrate 
that a significant proportion ( 45.5%) of RA patients produce 
antibodies against the purified recombinant protein encoded by 
RA-1. These observations allow us to hypothesize that immune 
interference with the natural inhibition of these proteinases may 
have implications in the severe erosive features observed in a 
subgroup of RA patients. 
Methods 
Sera and antibodies. Sera were obtained from 44 patients who fulfilled 
the American College of Rheumatology criteria for RA ( 14) and were 
seen at the Rheumatic Diseases Unit of the Université de Sherbrooke, 
Sherbrooke, Québec, Canada. We used 53 contrai sera: 11 from systemic 
lupus erythematosus patients, 27 from osteoarthritic patients, 5 from 
patients with m1scellaneous rheumatic d1seases, and 10 from normal 
subjects. A pool of fi ve RA sera positive for rheumatoid factor, antiperi-
1. Abbreviations used m this paper: OST, glutathione S-transferase; 
GST-RA-1, fusion protein; IPTG, isopropyl-,8-n-th10galactopyranoside; 
RA-!, cloned cDNA msert; rRA-1, recombinant protein. 
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nuclear factor, and anti-Sa autoantibodies while negative for other RA-
associated autoantibodies (against SS-A(Ro), SS-B(La), UlRNP, A2 
hnRNP, histones, and vimentin), were selected forcDNA library screen-
ing. Anti-Sa antibodies were detected by Western blotting using a semi-
purified human placenta extract, as described ( 8). These pooled sera 
were absorbed with Escherichia coli strain Y 1090 lysates to deplete 
natural antibodies to bacteria, some of wh1ch are capable of cross-
reacting with autoantigens. A polyclonal goat antiserum specific for 
glutathione S-transferase (GST) (Pharmacia LKB Biotechnology, Inc., 
Uppsala, Sweden) was used to analyze the expressed fusion proteins. 
Screening of cDNA library with patient sera. A human placenta Àgt 11 
oligo ( dT)-primed expression library of 2.4 X 106 clones ( Clontech Labo-
ratories Inc., Palo Alto, CA) was screened with the serum pool diluted 
11200 in Tris-buffered saline containing 0.05% Tween 20 (15). This 
library was selected for its high number of recombinant clones and be-
cause placenta is a good source of Sa autoantigen, a specific disease 
marker for RA (8). Duplicate nitrocellulose filters (Hybound; Amersham 
Corp., Arlington Heights, IL) were used and only plaques positive on 
both sheets were further purified. Bound antibodies were detected with 
goat anti-human IgG (H+L) alkaline phosphatase-conjugated antibod-
ies (Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc., West Grove, PA) and 
developed with 5-bromo-4-chloro-3-indoly/phosphate/nitroblue tetrazo-
lium substrates (Promega Corp., Madison, WI). Positive clones were 
finally tested with the five individual RA sera from the pool of serum 
used for library screening and five sera from normal subjects. 
DNA sequencing. Positive X.gtl 1 phages were amplified by plate 
lysis ( 16) and DNA was isolated using a lambda purification kit (QIA-
GEN Inc., Chatsworth, CA). cDNA fragments were subcloned into the 
pUC19 vector at the EcoRI cloning site (New England Biolabs Inc., 
Beverly, MA). DNA sequencing was carried out with an A.L.F.™ 
automauc sequencer (Pharmacia LKB Biotechnology Inc.), according 
to the dideoxy technique of Sanger et al. ( 17), using reverse and forward 
fluorescent oligonucleotide pnmers (Pharmacia LKB Biotechnology 
Inc.). Sequences were aligned and analyzed using the GenBank/EMBL 
databases (NCBI/BLAST network service). 
Expression and purification of the fusion and recombinant proteins. 
The cDNA fragments were subcloned from pUC19 into pGEX-4T-I 
(Pharmacia LKB Biotechnology Inc.). The pGEX-4T-l expression vec-
tor is constructed to give fusion polypeptides with an NH,-terminal GST 
carrier (27 kD) and a thrombin cleavage site (18). The E. coli PR745 
Ion- strain (New England Biolabs Inc.) was transformed with these 
constructs and the correct size and orientation of the cDNA insert was 
confirmed by restriction analysis with Pst! digestion. Parental or recom-
binant pGEX-4T-l transformants were grown at 37°C until OD595 
reached 0.5-1.0 and induced with 1 mM isopropyl-,8-D-thiogalactopyra-
noside (IPTG) for 2 h. Cells were lysed and fusion proteins (referred 
to as GST-RA-1) were affinity-purified using glutathione Sepharose-4B 
(Pharmacia LKB Biotechnology Inc.), as described ( 18). Recombinant 
proteins (rRA-1) were obtained by removing the GST carrier using 
10 cleavage units of thrombin per milligram of fusion protem (Sigma 
Chemical Co., St. Louis, MO). 
SDS-PAGE and immunoblotting. Bacterial lysates, fusion, and re-
combinant proteins were subjected to electrophoresis on reducing SDS-
polyacrylamide gels ( 10%) and the protein bands were Coomassie blue 
stained or electroblotted onto nitrocellulose filters ( 8). The blots were 
blocked with 5% dry milk in PBS, pH 7.3 and probed with an appropriate 
dilution of nonabsorbed serum in PBS-5% mille. Bound antibodies were 
detected with Protein A-horseradish peroxidase (ICN Biomedicals, Inc., 
Costa Mesa, CA) diluted in PBS-0.5% mille. Filters were developed 
using the enhanced chemiluminescence detection system (ECL; Amers-
ham Corp.). Sera were coded and the immunoblots read blind. Ali sera 
were tested at least twice on each substrate; when the results were 
discordant for a gi ven serum, the results of a third test was the one 
recorded. Sera giving indeterminate results (i.e., very faint bands) were 
read as negati ve. 
Results 
Isolation of the RA-1 cDNA clone. Approximately 2.5 X 10 6 
plaques were immunoscreened and one strongly positive clone 
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TIO AAO GGC Ac.A GTG CCA GAT GAT GCT <JTA GAA GCC 1TG GCT GAT AOC. CTO 000 MA MG 1494 
LKOTVPODAVBALADSLGKK 444 
• • domaln 3 
GAA GC/\ GAT CCt\ GAA GAT GOA AAA. ccr GI'G ATG GAT MA ure AA.0 GAG AAO Gœ MA GAA 1554 
EADPBDOX:PVMDKVJCBICAKB 464 
GAA GAC car GAA MO crr GGT GM AM GM OM ACA A1Tœ'l' ccr GAT TAT AGA TIA GAA 1614 
BDREJCLOBKBBIIPPDYRLB 4S4 
GAG GTC MG GAT AM. OAT GOA MO CCA CTC CTG CCA MA GAO TCT MG GAA CAO CIT CCA 1674 
BVKDKDOKPLLPKBSKBQLP 504 
ccc ATG AGT GAA GAC TIC CIT CTG GAT OCT ITO TCT GAG GAC ne TCT oor CCA CM. MT 1734 
P MS BDFLLDALSBDFS OP QN 524 
GCT TCA TCT CIT MATIT GM GAT GCT AAA CIT GCT GCT GCC ATC TCr GAA GI'G G'IT TCC 1794 
ASSLKFBDAKLAAAISBVVS 544 
CAA ACC CCA OCT TCA Aro ACC CM GCT GGA GCC CCA CCC OOT GAT AIX. TCG CAG .MIT GAC 1854 
OTPASTTQAGAPPRDTSQSD 564 ... 
AM. GAC CTC GAT GAT GCC TIG GAT AAA. CTC TCr OAC A.fIT CTA GGA CAA AGG CAO CCT CJ..\C 1914 
X.DLDDALDKLSDSLGQRQPD 58'4 
domaln4 
CCA GAT GAG MC MA CCA ATO GAAOAT AM. GfA MG GAA MA GCT AM. GC.T GAA CAT AGA 1974 
PDBNX.PMEDX:VX.BX.AKABHR 604 
GAC MG CIT GOA GA.A AGA GAT GAC ACT ATC CCA œr GA.A TAC AGA CAT crc CTG GAT GAT 2034 
DKLOBRDDTIPPEfBHLLDD 624 
MT GGA CAO OAC MA CCA GI'G MG CCA CCT AC.A MO AM. TCA GAO GAT TCA MG AAA CCT 7D94 
NGQDKPV!t.PPTKKSBDSKKP 644 
GCA GAT GAC CA.A OAC ccc AIT GAT GCT crc TCA GGA GAT cro OAC AOC TGT ccc TCC ACT 21S4 
ADDQDPIDALSGDLDSCPST 664 
ACA GM. ACC TCA CAG MC ACA GCA AA.0 GAT MG roc AAG MG GCT GCT TCC AGC TCC AAA ZZ14 
TBTSQNTAX.DKCKKAASSSK 684 
GCA CCT MO MT GOA GGT AM. GCG MG GAT TCA GCA MO ACA ACA GAG GAA ACT TCC MO 2274 
APX.NGOKAKDSAKTTBBTSK 704 
CCA MA GAT GAC TAA agaaatacaaguaaggtatctggtatctgcatgtaaaalctlcogctggtggatgglgactlltgaaga 2359 
P K D D ---
acaauggctttggcaacagaaaac Zl84 
Figure 1. Nucleotide sequence of RA-! cDNA and its deduced arnino 
acid sequence. N umbers at the end of each line refer to nucleotide or 
amino acid positions as reported in the GenBank/EMBL Databank un-
der accession number Dl6217. The deduced amino acid sequence of 
the encoded RA-! polypeptide respected the reading frame of Àgtl 1 
expression system and is displayed below the DNA sequence. A single 
nucleotide difference was observed between the COOH-terminal calpas-
tatin cDNA sequence and RA-! cDNA sequence at position 1,937 re-
sulting in a G -> A nucleotide substitution at position 592 (mdicated 
by an asterisk and bold capital letters). The boundaries of each domain 
are indicated by (1 •). Nucleotides and residues in boxes are the do-
mains 3 and 4 functional consensus sequence (TJPPXYR), each associ-
ated with the calpastatin inhibitory activity. The termination codon 
( TAA) is represented by ( - - -) . 
(RA-1) was identified and further characterized. The RA-1-
isolated cDNA insert was shown to contain ~950 bp by agarose 
gel electrophoresis. At this stage, we verified if the expressed 
/3-galactosidase fusion protein from the purified Àgtl 1 clone 
induced by IPTG reacted with individual sera. Three of the five 
rheumatoid sera recognized the positive plaque, whereas no 
reaction was detected with five nonrheumatoid contrai sera 
(data not shown). The cDNA insert was subsequently sub-
cloned into pUC19 vector and sequenced. The 950-bp sequence 
ofRA-1 was analyzed using the NCBI/BLAST network service 
and found to encode a 284-amino acid polypeptide (Fig. 1). 
The search for homologous sequences in the GenBank/EMBL 
databases showed an almost complete identity with the COOH-
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Figure 2. Purification of 
pGEX-4T- l -expressed 
recombinant protein an-
alyzed by SDS-PAGE 
(A) and Western blotting 
(8 ). Recombinant pro-
teins from E. coli PR745 
Ion - containing pGEX-
4T-l/RA- l or parental 
vector were induced, pu-
rified on glutathione 
Sepharose 48 , and di -
gested with thrombin as 
described in Methods. 
Proteins were either Coo-
ma ie blue stained (A) 
or transferred on nitro-
cellulose filters and anti-
genic proteins developed 
by Western blotting ( B). 
The Western blot was 
performed using a pool of fi ve nonabsorbed rheumatoid sera diluted 
100-fold. Protei ns were run separately in each lane: pGEX-4T-l/RA- l 
transformant cell lysates before ( lane I ) and after ( lane 2) induction 
of GST-RA-1; parental pGEX-4T-I transformant cell lysates before 
( lane 3) and after (lane 4) induction of GST alone; purified GST-RA-
1 (lane 5) and parental GST ( lane 6) fractions eluted from glutathione 
Sepharose 48 ; rRA- 1 from the flow-through after thrombin cleavage of 
GST-RA-1 bound to glutathione Sepharose 48 ( lane 7); and control 
thrombin cleavage of bound GST alone ( lane 8). 
tide (position 1435 -2384) and the predicted ami no acid (pos i-
tion 425-708) levels (Accession number D 16217, total nucleo-
tides: 2,493 and total ami no acids: 708 ). The RA- l cDNA ends 
at position 2384 of the publi shed sequence of human calpastatin, 
95 bp downstream from the stop codon , rather than at po ition 
2,493, 204 bp downstream from the stop codon ( 19). Thi has 
no effect on homology since the lacking base pairs are located 
in a noncoding region. The codi ng sequence of RA-1 cDNA 
contains a nucleotide substitution (G --> A) at position 1937 of 
calpastatin cDNA; it wou ld result in a glycine to glutamate 
replacement at position 592 of the calpastatin protein . The same 
nucleotide difference was found in a cDNA encoding domain 
4 and ail the 3' noncoding region , including the polyadenylation 
signal and the poly-A tail , that we recently cloned using a 
RA-1 cD A-derived probe (data not shown) . lnterestingly, the 
deduced amino acid sequences of pig and rabbit calpa tatins, 
aligned with human calpastatin equence, also have a glutamate 
residue at position 592. This residue is ituated in a hi ghly 
conserved reg ion ( 19) . 
Expression of RA-J cDNA and purification of the fusion 
and recombinant proteins. The RA-1 cDNA was subcloned in 
the pGEX-4T- l vector to expre s a recombinant protein in the 
accurate reading frame. GST-RA- 1 expressed in E. coli PR745 
Lon- was affinity purified, eluted with glutathione (GST-RA-
1), or the recombinant protein c leaved from its GST carrier 
(rRA- 1 ). Both antigens were identified by SDS-PAGE and im-
munoblotting with the pool of RA sera (Fig. 2). GST-RA- l 
was of the expected M , of 65 kD (Fig. 2 A, lane 2). Two major 
polypeptidic bands were affi nity purified from IPTG-induced 
RA-1 bacterial lysates using a glutath ione Sepharose column 
(Fig. 2 A, Jane 5) . Only the upper of the e two bands was 
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Figure 3. Recognition of GST-RA- 1 (A) and rRA- 1 (8 ) polypeptides 
using rheumatoid and nonrheumatoid sera. Affinity-purified GST-RA-
1 and cleaved rRA-1 polypeptide were separated on SDS-PAGE and 
transferred onto nitrocellulose sheets. These filters were probed wi th 
sera diluted at 1:100 fo r GST-RA- 1 or at 1:50 for rRA-1. Lanes 1- 19: 
serum from 20 patients with RA. Lanes 20-22: patients with systemic 
lupus erythematosus. Lane 23-25: normal human sera. ln A, sera de-
tecting the two upper bands were considered positive. The strong signal 
below RA- 1 bands likely represent E. coti contaminant proteins detected 
by natural an tibodies. Ln 8, the detection of the two upper RA- 1 bands 
was considered a positive result. The re ults obtained with both fu ion 
and recombinant RA- 1 proteins were similar. Lanes 1, 2, 6-9, 12, 14 
and 15 are strongly positive while lanes 3, 4, 1Iand17- 19 are weakly 
positive. 
strongly recognized by the serum pool (Fig. 2 B, Jane 5). A 
few lower mol wt bands were also immunoreactive and these 
may represent proteolytic degradation products. A 65-kD band 
detected in both induced and uninduced parental pGEX-4T- I 
(Fig. 2 B , lanes 3 and 4) tran formant cell ly ates likely repre-
sented a bacterial protein recognized by patient sera. Thi pro-
tei n was not induced by IPTG (Fig. 2 A and B, lane 4 ) and it 
was not affi ni ty purified from glutathione Sepharose-4B (Fig. 
2 A and B, Jane 6). Thrombin cleavage of rRA-1 from its GST 
carrier resulted in a few 40- 47-kD bands (Figure 2 A, lane 7), 
two of which were strongly recognized by the pool of RA sera 
(Fig. 2 B, lane 7) and by its individual component sera ( e.g., 
Fig. 3 B, lanes 1 and 2). Although, the predicted mol wt of 
rRA-1 is 36 kD, the two major antigenic bands migrated as 
proteins of 43 and 47 kD (Fig. 2 B, lane 7). 
The 75-kD polypeptidic band (Fig. 2 B, lane 7) is an E. 
coli heat- shock protein produced by the dnaK gene that copuri-
fies with the recombinant protein (20) and is recogn ized by 
natural antibod ies in some nonabsorbed patient sera. The reac-
tivity against this protein cou ld be abolished after E. coli absorp-
tions of the sera without depletion of anti-rRA-1 antibodies 
(data not shown). A protein with an apparent M, of 40 kD 
was recognized by some sera (Fig. 3 B ), independently of the 
recogni tion of the two rRA-1 bands. For example, in Fig. 3 B, 
the serum in lane 1 only recognized the 43- and 47-kD rRA-1 
doublet, the serum in Jane JO recognized only the lower 40-kD 
band, while the sera in lanes 6- 9 recognized ail three bands. 
This suggests that the 40-kD band i not antigenicall y related 
to rRA-1. The ab ence of recognition of GST-RA-1 by sera 
recognizing on ly the 40-kD band in the rRA-1 preparation fur-
ther supports this interpretation (Fig. 3 A and B, lane JO ). 
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Table /. Detection by lmmunoblorting of Anri-RA- 1 and Ami-Sa 
A111ibodies in 44 RA and 53 Control Sera 
Diagnostic group• 
RA patients (n = 44) 
Anti -Sa (+) 
Anti -Sa (- ) 










* See Methods fo r breakdown of the non-RA group. * Ali non-RA 
pati ents were anti-Sa negati ve. 
Finall y, the pool of sera fai led to react with GST ( Fig. 2 B, 
lanes 4 and 6). Taken together, these results showed a strong 
reactivity of RA sera against the RA- 1 polypeptides with a lack 
of detection of the GST moiety. 
Reactivity of rheumatoid and contrai patients with fusion 
and recombinant RA-1. To determine whether indi vidual era 
from RA patients reacted with the RA- 1 polypeptides, Western 
blot were performed using purifi ed GST-RA- 1 and rRA- 1 ( Fig. 
3). The results with both prote ins were simila.r. The two rRA-
1 polypeptidic bands ( 43 k.D and 47 k.D ) were recognized by 
2 1 of 44 RA sera ( 45.5% ) vs two of 43 ( 4.7%) nonrheumatoid 
sera and none of l 0 normal sera. The two nonrheumatoid sera 
had the cLinical diagnos is of osteoarthritis. These data show 
that patients with rheu mati c di seases produce autoantibodies 
recogni zing a polypeptide ( rRA- 1) that corresponds to two 
fun ctional domains of calpas tatin. They also suggest that the 
production of anti -rRA- 1 antibodies may be preferentiall y, but 
not exclusively, associated with RA. 
Because the library screening sera were anti-Sa positive and 
because the prevalence of anti-RA- 1 and anti-Sa antibodie (8) 
in RA were similar, the 97 sera were also tested for anti-Sa 
antibodies by Western blot (Table I ). 31 RA sera were concor-
dant ( 18 both positi ve and 13 both negative) and 13 were 
di scordant (3 anti -RA- 1 positive only and lO anti -Sa positive 
only). The 53 control sera were a il anti -Sa negati ve. Because 
these studies did not use full length calpastatin or pure Sa as 
antigens, it would be premarure to conclude on the presence or 
absence of a molecular relationsh ip between the two autoim-
mune systems. 
Discussion 
Autoantibodies to intracellul ar components expressed on cell 
surfaces or secreted in the extracellul ar environment are poten-
tially pathogenic ( 1-3, 2 1). There is substantial ev idence that 
many di sease-associated autoantibodies have the abil ity to inter-
act directly with enzymes and downregulate their activity ( 1, 
2 1). Recent reports further suggest that autoantibodies can also 
upregul ate enzymatic act ivity through interaction with protein-
ase inhibitors. Thus, anti-C 1-inhibitor antibodies have been de-
tected in patients with severe epi sodes of angioneurotic edema 
and acquired Cl deficiency (22). A subpopul ation of antipro-
teinase 3 antibodies from patients with Wegener's granulomato-
sis can block the interaction of thi s serine proteinase with its 
natural inhibitor alpha 1-antitrypsin (23 , 24). The present report 
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provides another example of autoantibod ies targeting a prote in-
a e inhibitor. 
Calpastatin is composed of five domains of about 140 ami no 
acid residues each. The NH2-terminal domain (domain L ) is 
nonhomologous to the four others and per se has no inhibitory 
acti vity. Each of the four COOH-terminal domains ( domains 1 -
4) is repetitive and contains one TIPPXYR consensus sequence 
associated with the inhibitory acti vity of calpastatin. Indeed, 
using subcloned calpastatin cDNA fragmen ts, it has been shown 
that each of the four homologous domai ns can block the protein-
ase activity of calpains (25). The RA-1 clone encodes two of 
the inhibitory sequences, those of domains 3 and 4 of calpastatin 
(Fig. 1) . Strong evidence suggest that RA- 1 cD A is derived 
from the ca lpastatin mRNA. First, only 1 out of 950 consecutive 
bp ( i.e., a 99 .89% identity) differentiates RA-1 cDNA from the 
published 3 ' end of the human li ver calpastatin cDNA; this 
identity spans both the coding and an adjacent 95-bp noncoding 
sequence. Second, the same difference was found in an addi-
tional cDNA encoding domain 4 of calpastatin and ail the 3' 
noncoding region , inc luding the polyadeny lation signal and the 
poly-A tail, that we recently cloned usi ng a RA-l cD A-derived 
probe (data not shown ). Third, this single nucleotide difference 
is not found when pig and rabbit calpastatin cD As are looked 
at. These data suggest either a polymorphism of the calpastatin 
mRNA or the existence of a seq uenc ing mi stake in the GenBank 
entry fo r human calpastatin . Thus, the immunoreactiviry aga inst 
RA- 1 raises the hypothesis of specific immune interference with 
the interaction between ca lpastatin and calpains. However logi-
cal, this proposition remains to be de monstrated . 
Proteolytic enzymes are thought to play an important role 
in joint destruction. These enzymes belong to three maj or fami-
lies: the matrix metalloproteinases, the serine proteinases, and 
the cysteine proteinases (26). The relative importance of these 
proteinases and their respecti ve inhibitors in matri x de truction 
remains to be defini tely estab li shed in vivo . However, recent 
data suggest that cysteine proteinases, particularly the calpains 
and their natural inhibitor calpastati n, could be important (27-
29). First, calpains are present in increased quantity in the 
synov ial fluid (30-34) and membrane ( 13). Second, they are 
secreted in vitro by TNFa and TL- 1-stimu lated synovial fibro-
blast-like cell s (35). Third, cal pains are capable of degrad ing 
matrix components of articu lar cartil age and calpastatin can 
inhibit thi s degradation (29, 3 1, 32). Fourth , a role for synthetic 
cysteine proteinase inhibitors as disease-modifying anti.rheu-
matic agents has been recently proposed in adjuvant-induced 
arthritis of rats and in collagen-induced arthritis of rnice (36). 
Under normal and pathological conditions, proteinases from 
each major famil y are inactivated by their natu ra l inhibitors: 
tissue inhibitors of metalloproteinase for matri x metalloprotei-
nases (37), serpins for serine proteinases (38) , and the cysteine 
prote in ase inh ibitors. The natura l cysteine proteinase inhibitors 
are members of a superfamil y including the cystatin , the stefin , 
and the kininogen fami lies. Calpastatin does not belong to thi s 
superfarni ly and is unique in it inhibitory specificity fo r cal-
pains ( LO ). It has been suggested that an imbalance between 
matrix metalloproteinases and tissue inhibitors of metalloprotei-
nases could be responsible for cartilage breakdown in osteoar-
thriti s (39) . Calpastatin hav ing been shown to be less abundant 
than cal pains in the synov ial ftuid of RA patients ( 13), a di sad-
vantageous enzyme/inhibitor ratio in some RA patients cou ld 
also be associated with a more destructive potential of the arthri-
tis. Antibodies to calpastatin could be entirely or parti y responsi-
ble for this imbalance by binding to and somehow inactivating 
the inhibitor following its synthesis, expression on the plasma 
membrane, and/or secretion in vivo. This would result in both 
an immune complex-mediated inflammation and an uncon-
trolled activity of calpains. 
One interesting observation is the discrepancy between the 
immunoreactivity ofbiochemically purified placenta! Sa antigen 
and of rRA-1. Indeed, absorption of sera with rRA-1 did not 
completely deplete their anti-Sa reactivity (data not shown). A 
number of explanations are possible. First, rRA-1 may lack 
epitopes found on the corresponding in vivo antigen: some epi-
topes may be situated on the NHrterminal region of the protein 
that is not encoded by the RA-1 clone, or rRA-1 may Jack 
antigenic posttranscriptional modifications. Second, some rena-
turation of the antigen blotted on nitrocellulose sheets is possi-
ble during immunoblotting; rRA-1 may thus lack some confor-
mational epitopes found on the corresponding in vivo antigen. 
Third, anti-rRA-1 and anti-Sa antibodies may represent linked, 
but not identical, autoantibody systems, similar to anti-Ro and 
anti-La or to anti-Ul RNP and anti-Sm (l). The existence of 
anti-rRA- 1 antibodies within sera of some patients without anti-
Sa antibodies supports this last hypothesis. Careful definition 
of the epitope(s) recognized by anti-Sa and anti-RA-1 antibod-
ies will be required to answer these questions. 
The identification of calpastatin as an autoantigen in almost 
half of RA sera provide new research avenues. Studies are 
required to demonstrate the capacity of these antibodies to black 
the inhibitory activity of calpastatin on calpains. Furthermore, 
the presence of calpastatin-containing immune complexes 
should be demonstrated at the site of tissue damage in erosive 
RA. Finally, clinical correlation between the presence of antical-
pastatin antibody and erosive disease will need to be systemati-
cally verified in RA and other rheumatic diseases, especially if 
an eventual therapeutic window is opened by synthetic cysteine 
proteinase inhibitors. 
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